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1. Einleitung und Fragestellung  
 
1.1. Hyaliner Knorpel 
1.1.1. Grundlagen 
Hyaliner Knorpel gehört neben den anderen Knorpelarten (Faserknorpel, elastischer 
Knorpel) und dem Knochen zum Stützgewebe des Körpers und ist der am häufigsten 
vorkommende Knorpeltyp beim Erwachsenen [Welsch, 2006].  Er findet sich 
typischerweise im Bereich der Atemwege, der Rippen, dem Sternum und im Bereich 
der Gelenke. Darüber hinaus spielt er im Rahmen der indirekten, also  
perichondralen und enchondralen Ossifikation, eine entscheidende Rolle und bildet 
in Form eines Primordialskeletts die Grundlage für das spätere Knochenskelett 
[Welsch, 2006; Ulfig, 2005; Thakker et al., 2012]. 
Makroskopisch zeichnet er sich im Schnittpräparat durch sein glasig-milchiges 
Aussehen aus [Welsch, 2006]. 
Knorpelgewebe hat die Eigenschaft sich unter Druck und Zugbelastung zu verformen 
und bei Wegfall der einwirkenden Kraft wieder in die Ausgangsform zurückzukehren.  
Dadurch und durch seinen speziellen Aufbau, der zu einer gleichmäßigen 
Kraftübertragung und nahezu friktionslosem Gleiten der artikulierenden 
Gelenkflächen führt, zeichnet sich der Gelenkknorpel besonders aus [Bruns et al., 
2000]. 
Während der juvenile Knorpel  zum Teil noch durch Blutgefäße des subchondralen 
Knochens versorgt wird, ist der adulte hyaline Knorpel ausschließlich auf die 
Ernährung durch Diffusion angewiesen [Ingelmark et al., 1948] Daher zählt das 
Knorpelgewebe auch zu den bradytrophen Gewebetypen mit sehr geringer 
Zellteilungsrate und weist somit auch eine stark verminderte Regenerationsfähigkeit 
auf, wodurch sich die schlechte Selbstheilungstendenz bei Knorpelverletzungen 
erklären lässt [Beneke et al., 1966]. 
 
1.1.2. Aufbau des hyalinen Knorpels 
Mikroskopisch betrachtet können beim hyalinen Knorpel zunächst die Chondrone 
(Territorien) von der extrazellulären Matrix (Interterritorium) unterschieden werden. 
Die Chondrone bestehen dabei aus mehreren Chondrozyten.  Der Knorpel kann 
hierbei in 4 Zonen eingeteilt werden.  
 
Als erstes findet man die oberflächliche und relativ schmal ausgeprägte 
Tangentialzone (Zone I) die durch parallel angeordnete Chondrozyten sowie einem 
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enthält. Es folgt die Übergangszone mit schräg verlaufenden Kollagenfasern (Zone 
II). Hier findet sich typischerweise Dekorin und Kollagen Typ VI. Die Radiärzone 
(Zone III) kennzeichnet der vertikale Aufbau der Chondrone und Kollagenfasern mit 
einem hohen Gehalt an Aggrekan und relativ niedrigem Kollagenanteil. Zone III ist 
darüber hinaus die breiteste Zone des hyalinen Knorpels. Es folgt nun als Übergang 
zum Knochen die bereits kalzifizierte Knorpelzone (Zone IV), die typischerweise reich 
an Kollagen X ist [Thakker et al., 2012]. 
Abb. 1 Schematischer Aufbau des hyalinen Knorpels histologisch (links) sowie Darstellung der Ausrichtung der  
               Kollagenfasern (rechts) mit den entsprechenden Knorpelzonen aus „Genetics of Bone Biology and Skeletal Disease“ 
 
Der Knorpel enthält dabei verschiedene Kollagen Typen, die alle eine spezielle 
Funktion und Lokalisation aufweisen. Von besonderer Bedeutung ist das Kollagen 
Typ II, das ein Strukturprotein der extrazellulären Knorpelmatrix ist und  in etwa 50% 
der Gesamtproteinmenge im hyalinen Knorpel ausmacht. Es ist dort mit einem Anteil 
von etwa 80% der am stärksten synthetisierte Kollagen-Typ [Gelse et al., 2003] und 
mit einem Anteil von 90-95% die grundlegende Komponente der Makrofibrillen des 
hyalinen Knorpels [Bhosale et al., 2008]. Kollagen II ist ein fibrilläres Kollagen das 
aus drei identischen alpha1-Ketten, die durch das Col2a1 Gen exprimiert werden, 
besteht. Das Gen befindet sich auf Chromosom 12q12-q13.2 [Gelse et al., 2003]. Als 
typisches Protein des hyalinen Knorpels ist es als Marker somit bestens geeignet. 
 
Ein anderer wichtiger Kollagen Typ und für diese Arbeit von besonderer Bedeutung 
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hypertrophen Chondrozyten gebildet wird. Diese sezernieren zu 45% Kollagen vom 
Typ X [Shen et al., 2005]. Kollagen X wird durch das Col10a1-Gen an Locus Chr. 
6q21-q22 exprimiert und besteht aus 3 identischen  Alpha1-Col10a-Proteinketten 
[Gelse et al., 2003]. 
 
 
Kollagen Typ Lokalisation Funktion 
II Grundlegende Komponente der 
Makrofibrillen (90-95%) 
Zugfestigkeit 
VI Perizelluläre Matrix Hilft den Chondrozyten bei 
der Bindung an die Matrix 




X Eng verbunden mit hypertrophen 
Zellen in kalzifizierten Knorpel-
schichten  
Knorpelmineralisation 
XI Innerhalb oder auf Makrofibrillen Faserbildung 
Tab. 1  Übersicht der Kollagentypen im Knorpelgewebe, mit ihrer Lokalisation und Funktion nach Bhosale et al. 
 
 
Neben den Kollagenen spielen auch andere Proteoglykane der extrazellulären Matrix 
eine bedeutende Rolle. Darunter zählen  Decorin, Biglycan, Fibromodulin und vor 
allem Aggrekan [Fox et al., 2009; Bhosale et al., 2008]. Aggrekan kann mit der 
Hyaloronsäure über ein Verbindungsprotein Aggregate bilden und ist wichtig für die 
osmotischen Eigenschaften des Knorpels, die entscheidend für die Dämpfung 
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                     Abb. 2     Aufbau des hyalinen Knorpels mit den von den Chondrozyten ausgehenden Kollagen II- 
                                     Fasern und dem Aggrekan  nach Chen et al. (modifiziert)  
 
 
1.1.3. Hyaliner Knorpel in der Klinik 
1.1.3.1 Knorpelläsionen 
Knorpelläsionen sind ein häufiges Krankheitsbild, wobei Läsionen des Knorpels als 
Chondromalazie bezeichnet werden. Diese werden klinisch in der Regel nach 
Outerbridge [Spahn et al., 2006] in vier Schweregrade eingeteilt, wobei das 
Endstadium der vollständige Durchbruch des Gelenkknorpels ist und letztlich zur 
Arthrose führt. Die Arthrose ist definiert als degenerative Erkrankung des hyalinen 
Knorpels mit Freilegung des subchondral gelegenen Knochens. Typischerweise 
leiden die Patienten zunächst unter leichten Anlaufschmerzen, die sich dann im 
Verlauf zu einem belastungsabhängigen Dauerschmerz entwickeln und zu einer 
eingeschränkten Gelenkfunktion führen. Ehrfahrungsgemäß sind vorwiegend Frauen 
im höheren Alter betroffen [RKI, 2008]. Die Arthrose hat einen enormen Einfluss auf 
die Lebensqualität der Patienten, was anhand der sog. „disability adjusted life years“ 
(DALY) durch die WHO quantifiziert wird und dort im Jahr 2000 den dritten Platz der 
Erkrankungen belegte. Zudem hat die Arthrose einen starken Einfluss auf die 
Volkswirtschaft. So wurden nach Angaben der Bundesregierung im Jahr 2002 7 
Milliarden Euro für die Arthrose Behandlung ausgegeben, wobei bei diesem Betrag 
die Schäden durch vorrübergehende Arbeitsunfähigkeit, Frühberentungen und 
Rehabilitationsmaßnahmen sowie Verlust der Erwerbstätigkeit nicht berücksichtigt 
sind [RKI, 2006]. Daher erklärt sich auch das Interesse der Forschung neue, effektive 
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dieser Doktorarbeit vorgestellte Modell mit Magnetfeld und simulierter 
Schwerelosigkeit eine kostengünstige Option. 
Betrachtet man die Prävalenz der verschiedenen Arthroseformen, so sieht man, dass 
die häufigste Lokalisation das Kniegelenk ist,  gefolgt vom Hüftgelenk. In über 80% 
der Fälle ist bei der Gon- und Coxarthrose auch ein beidseitiger Gelenkbefall 
festzustellen (Gonarthrose 87,4%, Coxarthrose 82,1%) [Günther et al., 2002]. 
 
 







Abb. 3   Übersicht der häufigsten Arthroseformen aus Engelhardt et al. Die Daten wurden durch den  





Leichte Formen der Arthrose im Anfangsstadium können zunächst konservativ mit 
nicht-pharmakologischen Maßnahmen behandelt werden. Hierzu zählen unter 
anderem Änderungen der Lebensgewohnheiten, die physikalische Therapie, die 
Physiotherapie, die Akkupunktur sowie die Verschreibung von diversen Hilfsmitteln 
zur Gelenkentlastung [Felson et al., 1992; Waller et al., 2011; Hackenbroch et al., 
1998; Deyle et al., 2000; Diehl et al., 2013]. 
 
Eine besondere Rolle im Rahmen der konservativen Therapie spielt der Einsatz von 
Analgetika, insbesondere Präparate aus der Gruppe der  nicht-steroidalen 
Antirheumatika. Nach aktueller Studienlage ist dabei die Therapie mit nicht-selektiven 
Inhibitoren der Cyclooxygenase 1 und 2, wie beispielsweise Diclofenac, hinsichtlich 
der Schmerzlinderung und Reduktion der Funktionseinschränkung der alleinigen 
Schmerztherapie mit Paracetamol überlegen [Felson et al., 2009]. Ferner bieten 
manche NSAR neben der oralen Einnahme auch noch die Möglichkeit der topischen 
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werden können [Felson et al., 2009]. Allerdings zeigt die topische Anwendung eine 
geringere Wirkung als die orale Anwendung und ab der dritten Behandlungswoche 
zeigt sich kein Vorteil mehr gegenüber einer Placebobehandlung [Lin et al., 2004].  
 
Eine weitere Möglichkeit bieten die selektiven Hemmer der Cyclooxygenase 2. In 
einem  Vergleich zwischen Celecoxib und Diclofenac in Kombination mit Omeprazol 
konnte gezeigt werden, dass das Auftreten von gastrointestinalen Nebenwirkungen 
in Form von Ulcusblutungen, die typisch für die Gruppe der unselektiven COX-
Hemmer sind, bei gleicher Effektivität reduziert werden kann [Chan et al., 2002].  
 
In der Literatur  wird auch der Einsatz von Stoffen wie Hyaluronsäure, Chondroitin 
oder Glucosamin im Rahmen der konservativen Therapie beschrieben. Diese Stoffe 
zählen zur Gruppe der sogenannten Symptomatic Slow Acting Drugs und sollen 
verschiedene günstige Wirkungen auf Symptomatik und Verlauf der Arthrose haben, 




Im weiteren Verlauf ist eine konservative Therapie alleine meist nicht mehr 
ausreichend, sodass eine Operation die einzige Möglichkeit bietet die Beschwerden 
zu therapieren. Je nach Lokalisation und Schweregrad gibt es verschiedene 
operative Verfahren.  
Eine Möglichkeit im Bereich der operativen Therapieformen stellen die 
knorpelregenerativen Verfahren dar. In frühen Stadien gibt es dabei bei alleiniger 
Knorpelaffektion, also ohne Freilegung des darunter befindlichen Knochens, die 
Möglichkeit der sogenannten Oberflächenversiegelung des Knorpels durch 
Debridement oder der Knorpelglättung mittels Plasmafrequenzablation, was zu einer 
Diffusionsbarriere zwischen Knorpel und Knochen führt [Rudert et al., 1998; Spahn et 
al., 2010]. 
 
Eine weitere Möglichkeit stellen Verfahren dar, die durch Einwanderung von 
mesenchymalen Stammzellen aus dem Knochenmark zu einer Knorpelregeneration 
führen sollen [Vogt et al., 2007]. Bereits früher zeigte sich in Tierversuchen, dass 
Knorpeldefekte bei gleichzeitiger knöcherner Beteiligung bessere Heilungstendenzen 
zeigten als eine alleinige Knorpelaffektion [Wakitani et al., 1994].  Daher beruht das 
Prinzip der regenerativen Verfahren auf der Freilegung des subchondralen Knochens 
und Eröffnung des Markraumes und der damit verbundenen Freisetzung 
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Markraumfreilegung wie bei der Abrasionsarthroplastik von punktuellen 
Freilegungen, wie sie typisch für die Pridie-Anbohrung und die Mikrofrakturierung 
sind. Typischerweise entsteht durch den Einsatz dieser Therapieformen jedoch statt 
hyalinem Knorpel Faserknorpel als Ersatz [Vogt et al., 2007]. 
 
Eine weitere Therapieoption liefern die sogenannten Knorpelersatzverfahren, wie die 
OATS und die ACT, deren Ziel es ist den Defekt durch den Transfer von 
Knorpelgewebe bzw. Knochenknorpelzylindern in den Defektbereich zu korrigieren. 
Bei der OATS handelt es sich um eine Transplantation von Knochen-
knorpelzylindern von einem nicht belasteten Bereich des Gelenks in kleinere 
arthrotische Schädigungen. Hierbei werden Knochenknorpelzylinder aus einem 
minder belasteten Bereich in den Defekt transplantiert. Hierbei zeigte sich eine 
Verbesserung der Beschwerden nur über wenige Jahre, was auf die entstehende 
Inkongruenz durch das Transplantat zurückgeführt wird. Bei größeren Defekten 
kommt daher die ACT zum Einsatz[Rudert et al.,1998 ; Vogt et al.,2007].  
 
Eine andere gängige Methode, die vor allem bei größeren Knorpeldefekten zum 
Tragen kommt, ist die sogenannte autologe Chondrozytentransplantation (ACT). 
Hierbei handelt es sich um einen zweizeitigen Eingriff, bei dem in der ersten Sitzung 
Knorpelzellen aus einem nicht belasteten Bereich eines Gelenks entnommen und 
anschließend in einer Zellkultur für 2-3 Wochen vermehrt werden. Sobald sich die 
Zellen ausreichend vermehrt haben wird dieser „Ersatzknorpel“ in einem zweiten 
Eingriff an die defekte Stelle transplantiert und zur Einheilung in ein Vlies eingelegt 
das per Naht oder mittels Fibrinkleber in der Defektzone befestigt wird [Brittberg et 
al., 1994 ; Rudert et al.,1998; Vogt et al., 2007]. Zwar konnte in einigen Studien 
gezeigt werden, dass sich in einem Zeitraum von 2-10 Jahren das klinische Bild in 
70-96% der Fälle  deutlich verbessert [Grifka et al., 2000], aber dennoch ist der 
entstehende Knorpel histologisch betrachtet eher als knorpelähnliches 
Weichteilersatzgewebe zu werten [Martinek et al., 2003]. 
 
Ist durch die oben beschriebenen knorpelregenerativen Maßnahmen oder 
Knorpelersatzverfahren keine ausreichende Kontrolle der Beschwerdesymptomatik 
möglich und die Lebensqualität des Patienten deutlich eingeschränkt oder liegt 
bereits eine Arthrose vor, dann ist meist der endoprothethische Gelenkersatz ultimo 
ratio [DGU, 2009].  
 
Bei jungen Patienten kann über den (präventiven) Einsatz von Osteotomien zur 
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bzw. zum Gelenkerhalt bei Erkrankungen, wie zum Beispiel die Durchführung einer 
hohen tibialen Osteotomie bei der medialen Gonarthrose, diskutiert werden  
[Gollwitzer et al., 2012]. 
 
 
1.2. Humane mesenchymale Stammzellen 
1.2.1. Grundlagen und Funktion der HMSCs 
Die Forschung mit adulten humanen mesenchymalen Stammzellen geht auf die 
Arbeit von Alexander J. Friedenstein aus den späten 60er und frühen 70er Jahren 
des letzten Jahrhunderts zurück, der damals feststellte, dass es im Knochenmark 
Zellen geben muss, die noch in der Lage sind sich in verschiedene Zelllinien zu 
differenzieren [Afanasyev et al., 2009].   
Entwicklungsmedizinisch betrachtet stammen die Stammzellen aus dem Mesoderm 
und werden somit bereits in der Embryonalphase angelegt. Es konnte gezeigt 
werden, dass es sich bei adulten HMSCs um multipotente Stammzellen handelt, die 
in der Lage sind sich in Abhängigkeit der einwirkenden Stimulationsfaktoren in 
verschiedene Gewebesubtypen zu differenzieren (vergleiche Abb. 4) [Pittenger et al., 
1999; Caplan et al., 2007].  
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Gewonnen werden die Zellen meist durch eine direkte Entnahme aus 
knochenmarkreichem Knochen, in der Regel aus dem Bereich der Beckenschaufel, 
da dort eine minimal invasive Entnahme möglich ist.   
Da in dem entnommenen Knochenmark nicht nur undifferenzierte Stammzellen 
vorliegen, sondern bereits differenzierte Vorläuferzellen bestimmter Zelllinien muss 
durch verschiedene Filterungsschritte und immunologische Reaktionen von 
Oberflächenproteinen eine Selektion der Stammzellen erfolgen. 
 
Eine neuere Methode, die vor allem durch die Forschung im Rahmen der 
Knochenmarkspende Einzug gehalten hat, ist die primäre Stimulation des Patienten 
bzw. Spenders mit einem speziellen Wachstumsfaktor, dem Granulozyten-Kolonie-
stimulierenden Faktor (G-CSF), der zu einer Auswanderung der Stammzellen aus 
dem Knochenmark in den Blutkreislauf führt. Diese Zellen können dann durch 
aufwendige Filtermethoden aus dem Blut herausgefiltert und für den Gebrauch 
aufbereitet werden [Kassis et al., 2006]. 
 
 
Eine weitere Quelle für Stammzellen könnte in Zukunft auch in den zahlreich 
vorkommenden Fettzellen liegen. So ist es gelungen bereits adipogen differenzierte 
Zellen so zu stimulieren, dass diese danach erneut Stammzelleigenschaften 
aufwiesen [Shen et al., 2011]. 
 
Auf Grund der Multipotenz und der relativ einfachen Gewinnung gibt es in der 
Forschung immer wieder Ansätze Stammzellen für die Erneuerung von defekten 
Zellen, insbesondere von bradythrophem Gewebe, das nur sehr geringe 
Eigenregenerationsfähigkeiten besitzt, zu nutzen. 
 
1.2.2. Chondrogene Differenzierung der Stammzellen (Chondrogenese) 
Die Chondrogenese geht von Zellen des Mesoderms aus und führt im Rahmen der 
Skelettentwicklung zur enchondralen Ossifikation [Goldring et al., 2006]. Durch die 
Einwirkung verschiedener Wachstumsfaktoren, insbesondere TGF-ß [Tang et al., 
2009], kommt es zur Differenzierung in chondrogene Vorläuferzellen, die sich dann 
zu Chondrozyten entwickeln. Diese Chondrozyten exprimieren die typische 
Knorpelmatrix, die reich an Kollagen II und Aggrekan ist [Mackay et al., 1998]. 
Allerdings kommt es im weiteren Verlauf zu einer Einwanderung von Gefäßen und  
Kalzifikation der Knorpelmatrix [Goldring et al., 2006]. Diese Mineralisierung der 
Matrix wird auch als terminale Hypertrophie oder Dedifferenzierung bezeichnet und 


















Abb. 5   Ablauf der Chondrogenese entnommen aus der Arbeit von Goldring et al.. Oberhalb und unterhalb der Pfeile, die sich 
zwischen dem skizzierten Röhrenknochen befinden sind die entscheidenden Wachstums- und 
Differenzierungsfaktoren genannt, unter der Zeichnung befinden sich die typischen Matrixproteine entsprechend dem 
Entwicklungsstadium 
 
Die Multipotenz der Stammzellen haben wir in unserem Versuchsaufbau dazu 
genutzt, um die HMSCs durch eine chondrogene Stimulation in Knorpelgewebe zu 
differenzieren. Die chondrogene Differenzierung ist dabei eng mit der osteogenen 
verknüpft [Akiyama et al., 2002].  
 
Wichtige Grundlage spielen verschiedene Wachstums- und Transkriptionsfaktoren. 
Essentiell hierfür ist die Wirkung von SOX-9. Bei SOX-9 handelt es sich um einen 
Transkriptionsfaktor, der vom gleichnamigen Gen auf Chromosom 17q24 exprimiert 
wird [Prior et al., 1996]. Ein direkter Zusammenhang mit der Regulation von der 
Kollagen II - Expression konnte durch Bell nachgewiesen werden [Bell et al., 1997]. 
Die Forschungsgruppe um Bi konnte darüber hinaus nachweisen, dass SOX-9 für die 
Bildung von Knorpel erforderlich ist [Bi et al., 1999], da es an essentielle Sequenzen 
des Col2a1 und Kollagen α2 binden kann und dort als Enhancer die Expression, 
auch in nicht chondralen Zellen, verstärkt. Darüber hinaus konnte auch 
nachgewiesen werden, dass SOX-9 eine wichtige Rolle in der Chondrogenese in der 
Embryionalphase von Mäusen spielt [Wright et al., 1995]. In der Literatur wird SOX-9 
ferner als möglicher Marker für nicht-hypertrophe Zellen erwähnt. So konnte SOX-9 
zwar in Chondrozyten und den Progenitorzellen nachgewiesen werden, war jedoch in 
hypertrophen Zellen nicht oder nur kaum vorhanden [Ng et al., 2008]. SOX-9 führt 
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somit zu einer vermehrten Expression des Col2a Gens, das für Kollagen II codiert 

















Abb. 6   Schematische Darstellung des SOX-9 Pathway im  
Rahmen der enchondralen Ossifikation nach Akiyama   
                et al. 
 
 
Wachstumsfaktoren der TGF-β-Familie  sind ein entscheidender Faktor für die 
chondrogene Differenzierung humaner mesenchymaler Stammzellen (siehe Abb. 4) 
[Tang et al., 2009, Akiyama et al., 2002], wobei TGF-β3 und TGF-β2 hierbei dem 
TGF-β1 überlegen sein sollen [Fan et al., 2008]. In dieser Arbeit wurden die Zellen 
daher mit TGF-β3 stimuliert. 
 
 
1.2.3. Die terminale Hypertrophie  
Wie man anhand der Abbildung 5 erkennen kann ist  die terminale Hypertrophie der 
letzte Entwicklungsschritt vor der Ossifikation des Knorpels im Rahmen seiner 
gesamten Entwicklung von der Stammzelle ausgehend.  Das Stadium der 
Hypertrophie ist durch eine Zunahme an Kollagen X, sowie einer Abnahme des 
knorpelspezifischen Markers Kollagen II gekennzeichnet. Aktuell ist das Problem der 
Hypertrophie eine der größten Herausforderungen im Rahmen des Tissue 
Engineerings mit chondrogen differenzierten Stammzellen [Pelttari et al., 2006, 
Shintani et al., 2013], denn durch die Hypertrophie und Kalzifizierung verliert das 
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Verwendung als Knorpelersatzmaterial im Wege steht. Daher befassen sich 
zahlreiche Arbeiten, wie auch diese,  mit möglichen adjuvanten 
Behandlungsverfahren, um diesen unerwünschten Schritt der Hypertrophie zu 
vermindern oder im Idealfall gar zu verhindern, damit die Chondrogenität der 




1.2.4. Einsatz von Stammzellen in der Forschung 
Der Einsatz der Stammzellen in der medizinischen Forschung ist breit gefächert. So 
konnte anhand von Tierversuchen mit Schweinen  gezeigt werden, dass ein durch 
einen Ballon in einem der Koronargefäße künstlich herbeigeführter Myokardinfarkt 
durch die Injektion verschiedener Zellen behandelt werde könnte. Dabei nahm die 
Größe des Infarktgebietes bei Injektion der Kombination von kardialer und 
mesenchymaler Stammzellen ab und es war sogar möglich die Herzfunktion 
(gemessen an der Ejektionsfraktion), deutlich zu steigern [Williams et al., 2013]. In 
der Neurologie zeigen sich erfolgsversprechende Therapiemöglichkeiten bei 
neurodegenerativen Erkrankungen wie dem M. Parkinson oder den multiplen 
Systematrophien. So konnte die Arbeitsgruppe um Lee zeigen, dass durch den 
Einsatz von mesenchymalen Stammzellen eine neuroprotektive Wirkung gegen den 
dopaminergen neuronalen Zelltod erreicht werden kann und schreiben dem Einsatz 
dieser Zellen großen Einfluss auf die Therapie des M. Parkinson und der multiplen 
Systematrophie zu [Lee et al., 2009]. Die Beobachtung der neuroprotektiven Wirkung 
konnte auch in einer anderen Studie bestätigt werden. So konnte an Ratten bei 
denen ein dopaminerger Zellverlust induziert wurde, der Effekt durch Therapie mit 
hMSC reduziert werden [Park et al., 2008]. Auch aus dem Bereich der Neurologie ist 
eine Arbeit von Dharmasaroja, der in seinem Review von erfolgsversprechenden 
Studien berichtet, die an Tieren beispielsweise zu einer Verbesserung der 
sensomotorischen Funktion nach Stammzelltherapie führten aber auch, dass bei 
rascher Therapieeinleitung das Infarktvolumen reduziert werden kann [Dharmasaroja 
et al., 2009]. Ferner können Stammzellen bereits in naher Zukunft bei degenerativen 
Erkrankungen von besonderer Bedeutung sein, wie anhand der 
Differenzierungsmöglichkeiten (siehe Abb. 4.) ersichtlich ist. So berichtet Kassem in 
seiner Übersichtsarbeit von einem lokalen Einsatz z.B. bei Knochendefekten, oder 
auch von einer systemischen Stammzelltransplantation bei einem Kind mit 
Osteogenesis imperfecta, das nach dem Eingriff gesunde Kollagenfasern 
produzieren konnte [Kassem et al., 2008]. Besonders interessant ist hierbei jedoch 
der Aspekt, dass den mesenchymalen Stammzellen hypoimmunogene 
Eigenschaften zugeschrieben werden, was vor allem Abstoßungsreaktionen 




1. Einleitung und Fragestellung 
13 
Injektion von humanen mesenchymalen Stammzellen in das Kniegelenk die 
Symptomatik von Patienten mit Osteoarthrose verbessern und zeigte dabei 
gleichzeitig eine positive Korrelation zwischen der Menge an injizierten Zellen und 
dem WOMAC-Score als Vergleichskriterium für den Behandlungserfolg der 
Osteoarthrose [Koh et al., 2013].  
 
1.3. Das elektromagnetische Feld 
1.3.1. Grundlagen 
Elektromagnetische Felder begegnen uns tagtäglich in unserem Leben. Erzeugt 
werden sie durch elektromagnetische Wellen zu denen auch Radiowellen, 
Mikrowellen und sogar das sichtbare Licht zählen (siehe Abb. 7). So produziert auch 
jedes elektronische Gerät ein eigenes elektromagnetisches Feld. Ein bekanntes und 
viel diskutiertes Beispiel dafür sind Mobiltelefone, deren Magnetfeld sogar unter 
Verdacht stand das Risiko für Gehirntumoren zu erhöhen [Cardis et al./Interphone 
Study Group, 2010]. 
 
 
              Abb. 7  Übersicht über das elektromagnetische Spektrum (modifiziert)  
 
 
Physikalisch betrachtet besteht immer eine Kopplung von elektrischen und 
magnetischen Feldern die senkrecht zueinander verlaufen (siehe Abb. 8). Daher 
bezeichnet man elektromagnetische Wellen auch als Transversalwellen. 
Elektromagnetische Wellen bewegen sich mit Lichtgeschwindigkeit und benötigen 
hierfür im Gegensatz zu Schallwellen kein Medium, das heißt sie sind in der Lage 
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                               Abb. 8 Darstellung einer elektromagnetischen Welle mit der Kopplung von elektrischen  und  
                                 magnetischen Feldern nach www.Chemgapedia.de 
 
Die physikalischen Eigenschaften lassen sich anhand von Formeln beschreiben. 







[m]eWellenläng   
 
 
Im Jahr 1802 führte Thomas Young den sogenannten Doppelspaltversuch durch, bei 
dem er Licht durch eine Blende mit zwei Spalten fallen ließ. Dahinter befand sich 
eine Wand, an der das Licht sichtbar werden sollte. Er erwartete dort zwei, den 
Spalten entsprechende, erleuchtete Areale. Doch entgegen der Vermutung zeigte 
sich auf der Wand ein diffus verteiltes Lichtmuster [Thomas Young, 1804]. 1927 
versuchten Niels Bohr und Werner Heisenberg in der so bezeichneten 
Kopenhagener Deutung erstmals durch die Quantenmechanik eine mögliche Theorie 
zum Verständnis dieser und anderer Phänomene, die vermuten ließen, dass 
Magnetfelder sowohl Wellen- als auch Teilchencharakter haben könnten, zu liefern. 
Demnach lassen sich manche Effekte durch den sogenannten Dualismus von Welle 
und Teilchen erklären, bei dem Strahlung mal Wellen-, mal Teilchencharakter haben 
kann [Faye et al., 2008 ; www.wikipedia.de]. 
 
Wichtig für die Wirkung eines Magnetfeldes ist seine Stärke. Diese Stärke lässt sich 
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einen die Eigenschaften der Magnetspule, nämlich die Anzahl der Windungen N und 













Die Eigenschaften der in der Medizin und Forschung eingesetzten Magnetfelder sind 
nicht einheitlich, sondern unterscheiden sich in diversen Punkten. Ein Hauptpunkt ist 
die Signalform, die  entweder gepulst (PEMF) oder sinusoidal sein kann. Gepulste 
elektromagnetische Felder sind durch Bursts gekennzeichnet, die sich durch einen 
raschen Anstieg und einen noch steileren Abfall der Feldstärke in Form von etwa 20 
Einzelimpulsen präsentieren. Dahingegen ist der Anstieg und Abfall der Feldstärke 
bei sinusoidalen Feldern gleichmäßig verteilt. Ein weiterer wichtiger 
Unterscheidungsfaktor ist die Frequenz des Magnetfeldes. 
So ist der mögliche Frequenzbereich wie aus Abb. 7. hervorgeht weit gefächert. 
Häufig eingesetzte Frequenzbereiche sind der extrem niederfrequente Bereich, der 
nach WHO-Definition für alle Frequenzen unter 300 Hz gilt [WHO, 1998], sowie der 
hochfrequente Bereich der in der Literatur mit  100 KHz bis 300 GHz angegeben wird 
[Vecchia et al., 2009 ; Michelozzi et al., 2002]. Darüber hinaus können bei der 
Befeldung in elektromagnetischen Feldern noch Parameter wie die Befeldungsdauer, 
die Stromstärke sowie die Häufigkeit variiert werden. Sofern nicht anders bezeichnet 
ist in dieser Arbeit mit Magnetfeld immer ein extrem niederfrequentes, sinusoidales 
Magnetfeld gemeint. 
 
Zahlreiche Arbeiten lassen zudem vermuten, dass die Magnetfelder einen positiven 
Einfluss auf wichtige Proteine und Faktoren der Chondrogenese haben, was später 
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1.4. Die (simulierte) Mikrogravitation 
1.4.1. Grundlagen 
Zunächst einmal ist es wichtig die Begriffe Mikrogravitation und simulierte 
Mikrogravitation voneinander zu unterscheiden. So versteht man unter 
Mikrogravitation einen Zustand, bei dem es zu einer Minimierung der Schwerkraft 
kommt, die zu einer Schwerelosigkeit führt, wie es im Weltraum der Fall ist. Die 
simulierte Mikrogravitation hebt sich dabei  von der normale Mikrogravitation in der 
Form ab, dass man darunter eine künstlich herbeigeführte Form der Schwerelosigkeit 
versteht, deren Prinzip auf zwei sich entgegengesetzten Kräften basiert, die sich 
gegenseitig aufheben. Beispiele für die simulierte Mikrogravitation sind Parabelflüge, 
welche die Passagiere kurzzeitig schweben lassen, oder entsprechend konstruierte 
Bioreaktoren, die ebenfalls einen Schwebezustand innerhalb des Systems 
herbeiführen [Klaus et al., 2007]. 
 
Seit Beginn der Raumfahrt gibt es immer wieder Versuche im Weltraum bzw. seit 
Entwicklung der Mikrogravitationsbioreaktoren auch auf der Erde, um den Einfluss 
von (simulierter) Mikrogravitation auf Zellen und Zellsysteme zu untersuchen. Die 
Versuche gehen dabei auf Entdeckungen zurück, die man bei Astronauten machte, 
die nach Kurz- oder Langzeiteinsätzen aus dem Weltraum zurückkamen.   
So wurden eine Atrophie der Muskulatur, das Auftreten von Herzrhythmusstörungen, 
ein veränderter Orientierungssinn und, für diese Arbeit besonders interessant, auch 
ein Verlust an Knochenmasse beschrieben [Blaber et al., 2010]. Die Erforschung der 
Auswirkung von Schwerkraft und (simulierter) Mikrogravitation stellt somit einen für 
diese Arbeit  interessanten Forschungsansatz dar. 
 
Da man die permanente Schwerelosigkeit nur im Weltraum vorfindet und ein Shuttle-
start und -einsatz mit immensen Kosten verbunden ist, wurde nach einer Möglichkeit 
gesucht einen ähnlichen Effekt auf der Erde zu erzeugen, mit dem Ziel die Wirkung 
der Schwerelosigkeit auf Zellen und Organismen effizienter und rentabel untersuchen 
zu können. Dies scheint durch den Einsatz von sich rotierenden Bioreaktoren, die 
auch als RCVS (Rotatory Cell Vessel System), RCCS (Rotatory Cell Culture 
System), RWV (Rotatory Wall Vessel) oder Clinostat bezeichnet werden, möglich. 
Zwar unterscheiden sich die verschiedenen Systeme voneinander, doch das 
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1.4.2. Schwierigkeiten mit dem kommerziellen RCCS 
Bei dem Originalsystem von Synthecon ist das Bioreaktorgefäß direkt am Gehäuse 
befestigt, in dem sich auch der Motor befindet. Bei diesem handelt es sich um einen 
Gleichstrommotor, der seine Bewegungsenergie durch starke Magnete erzeugt. Vor 
Versuchsbeginn konnten wir feststellen, dass dabei  ein statisches Magnetfeld in 
einem Bereich von 0,3-0,5 mT entsteht. Durch die Drehbewegung wird das statische 
Feld zusätzlich von einem Wechselfeld überlagert, das von der Drehgeschwindigkeit 
des Motors abhängt. Durch die Nähe der Zellen zum Motor und somit die gegebene 
Exposition zu dessen Magnetfeld haben wir in Zusammenarbeit mit der „Neuen 
Magnetodyn GmbH“ eine alternative Lösung für dieses Problem entwickelt, um eine 
Interaktion durch das ungewollte Magnetfeld mit dem von uns gezielt eingesetzten 
EMF zu verhindern.  Durch diese Umgestaltung des Systems ergab sich ein leicht 
abgewandelter Versuchsaufbau im Vergleich zum Standardsystem, der im 
Folgenden erläutert werden soll. 
 
1.5. Versuchsaufbau 
Der Versuchsaufbau bestand aus einem Brutschrank, in diesem befand sich der 
Bioreaktor mit Medium und Zellpellet. Der Bioreaktor war über eine biegsame Welle 
mit einem extern gelegenen Motor verbunden. Durch diesen war es möglich via 
Steuerungskonsole die genaue Umdrehungsgeschwindigkeit festzulegen. Oberhalb 
und unterhalb des Bioreaktors befand sich jeweils eine Magnetfeldspule, die in ein 
Gehäuse aus Plexiglas eingebettet und von Wasser umgeben war, sodass der 
Bioreaktor im Zentrum der beiden Spulen stand. Die Gehäuse aus Plexiglas waren 







Abb. 9  Schematische Übersicht des  
   Versuchsaufbaus (1) Bioreaktor, (2)  
    Pumpe der Wasserkühlung, (3) Motor  
  und Steuerungseinheit,(4) Bioreaktor- 
  gefäß mit exemplarischem Zellpellet,  








Bei der chondrogenen Differenzierung von humanen mesenchymalen Stammzellen 
ist die terminale Zellhypertrophie der Stammzellen mit einer Kalzifikation der Matrix 
ein bekanntes und unerwünschtes Problem [Shintani et al., 2013].  
Ein neuer Ansatzpunkt um dieser ungewollten Entwicklung entgegenzuwirken ist der 
Einsatz der Mikrogravitation, da gezeigt werden konnte, dass Schwerelosigkeit in der 
Lage ist die osteogene Differenzierung zu blockieren [Sheyn et al., 2010 ; Zayzafoon 
et al., 2004] und womöglich die chondrogene steigern kann [Wu et al., 2013]. Da 
bislang die Kombination dieser beiden Methoden in der Literatur noch nicht erwähnt 
wurde, soll die Effektivität dieser im Rahmen meiner Doktorarbeit erörtert und 
gleichzeitig ein Blick auf die Auswirkung der einzelnen Methoden geworfen werden. 
Ziel ist es die folgenden, sich stellenden Fragen, zu beantworten: 
 
a) Welchen Einfluss hat die simulierte Mikrogravitation auf humane 
mesenchymale Stammzellen unter elektromagnetischer Stimulation auf die 
chondrogene Differenzierung? 
 
b) Welchen Einfluss hat die simulierte Mikrogravitation auf humane 
mesenchymale Stammzellen unter elektromagnetischer Stimulation auf die 
terminale Hypertrophie? 
 
c) Lassen sich die bisherigen Ergebnisse bezüglich der Wirkung von 
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2. Material und Methoden 
Im Folgenden sind zunächst die verwendeten Materialen, Geräte sowie die 
eingesetzte Software aufgelistet. Im Anschluss werden die Methoden, die in dieser 
experimentellen Doktorarbeit verwendet wurden, explizit dargestellt. 
 
 
2.1. Verwendete Materialien 
2.1.1. Verwendete Geräte und Instrumente 
Agilent Bioanalyzer (2100) Agilent(Santa Clara, USA) 
Analysewaage Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
Autoclav H + P Labortechnik (Oberschleißheim, Deutschland) 
Bioreaktorantrieb Neue Magnetodyn GmbH (München, Deutschland) 
Brutschrank Binder (Tuttlingen, Deutschland) 
Computer Fujitsu Siemens (München, Deutschland) 
Flexible Welle Neue Magnetodyn GmbH (München, Deutschland) 
Gefrierschrank (– 20°C) Bosch (Gerlingen, Deutschland) 
Gefrierschrank (– 80°C) Heraeus (Hanau, Deutschland) 
GeneChip Fluidics Station (450) Affymetrix (Santa Clara, USA) 
GeneChip Hybridization Oven (640) Affymetrix (Santa Clara, USA) 
GeneChip Scanner (3000 7G) Affymetrix (Santa Clara, USA) 
Kryotom (CM 3050) Leica (Schalksmühle, Deutschland) 
Kryotommesser Jung (Heidelberg, Deutschland) 
Kühlgehäuse für Magnetspulen Neue Magnetodyn GmbH (München, Deutschland) 
Kühlschrank (+4°C) Liebherr (Bulle, Schweiz) 
Kühlzentrifuge (5417R) Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Kühlzentrifuge (Multifuge 1L-R) Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Lichtmikroskop (Axioskop 40) Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 
Lichtmikroskop (Axiovert 40 CFL) Zeiss (Oberkochen, Deutschland) 
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Lightcycler-Zentrifugenadapter Roche Diagnostic (Mannheim, Deutschland) 
Magnetfeldgenerator  
(Magnetodyn M80) 
Neue Magnetodyn GmbH (München, Deutschland) 
Magnetspulen Neue Magnetody GmbH (München, Deutschland) 
Mikro-Dismembrator Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
Neubauer-Zählkammer Karl Hecht Assistnet (Altnau, Schweiz) 
PCR-Analysegerät 
(Fluor-S™ MultiImager) 
Biorad (München, Deutschland) 
PCR-Maschine (DNA engine) Biorad (München, Deutschland) 
pH-Meter (HI-122) Hanna Instruments (Whoonsocket, USA) 
Photometer (Gen Quant II) Pharmazia Biotech (Cambridge, England) 
Pipettierhilfe elektrisch 
(acu-jetR pro) 
Brand (Wertheim, Deutschland) 
 
Sterilbank (Hera safe) Heraeus (Hanau, Deutschland) 
Stickstofftank Cryotherm (Kirchen/Sieg, Deutschland) 
T3 Thermocycler Biometra(Göttingen, Deutschland) 
Temperatursensor Neue Magnetodyn GmbH (München, Deutschland) 
Temperatursteuerung (DC50) ThermoHaake (Karlsruhe, Deutschland) 
Umwälzkühlsystem (V15) ThermoHaake (Karlsruhe, Deutschland) 
Vortex-Genie™ Bender & Hobein AG (Zürich, Schweiz) 
Wasserbad (TW20) Julabo (Seelbach, Deutschland) 
 
2.1.2. Verwendete Software 
Axiovison 4 Carl Zeiss Microscopy GmbH (Jena, Deutschland) 
Endnote X7 Thomson Reuters(New York, USA) 
LabView National Instruments Corp. (Austin, USA) 
Microsoft Office 2007, 2010 
(Excel, Word, PowerPoint) 
Microsoft Corp. (Redmond, USA) 
Microsoft Paint Microsoft Corp. (Redmond, USA) 
MultiMes  
Messwerterfassung und -verarbeitung 
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PhotoScape 3 Mooii Tech Co., Ltd. (Cheonan-si, Südkorea) 
Prism 5.02 GraphPad Software Inc. (San Diego, USA) 
Roche Lightcycler Software Roche (Mannheim, Deutschland) 
ArrayQualityMetrics 3.12.0 Bioconductor  
 
2.1.3. Verwendete Verbrauchsmaterialien 
Abdecktücher steril (Secu-Drape) Sengewald (Rohrdorf-Thansau, Deutschland) 
Bacillol AF Bode Chemie (Hamburg, Deutschland) 
BD Discardit II Spritze (10ml) Becton, Dickinson and Company (New Jersey, USA) 
BD Plastipak Spritze (20ml) Becton, Dickinson and Company (New Jersey, USA) 
Bechergläser Schott Duran (Mainz, Deutschland) 
Breath Easy ®  
Gas permeable sealing membrane for 
microtiter plates 
Diversified Biotech (Dedham, USA) 
CombiStopper Verschlusskonen 
steril 
B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) 
Costar Stripette (5ml,10ml,25ml) Corning Inc. (New York, USA) 
Cryo Tube™ Vials Nunc (Kamstrupvej, Dänemark) 
Deckgläser Menzel (Braunschweig, Deutschland) 
Dismembrator Kugeln (0,9mm)  Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
Dismembrator Tubes Sartorius (Göttingen, Deutschland) 
Eppendorf Gefäße Eppendorf (Hamburg, Deutschland) 
Erlenmeyer Kolben Schott Duran (Wertheim, Deutschland) 
Falcon klein (15ml) TPP (Trasadingen, Schweiz) 
Falcon Röhrchen groß (50ml) Beckton Dickson Labware (Le point de Claix, Frankreich) 
Falconständer TPP (Trasadingen, Schweiz) 
Faltenfilter, qualitativ (185 mm) Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Fermacidal D2 IC Products SA (Minusio, Schweiz) 
Flüssiger Stickstoff Air Liquide (Düsseldorf, Deutschland) 
Gebrauchsfertige Filtereinheit 
Rotrand (0,2μm) 
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Gigasept R AF Schülke&Mayr (Norderstedt, Deutschland) 
Lightcycler-Kapillaren Roche (Mannheim, Deutschland) 
Objektträger Superfrost® plus Menzel (Braunschweig, Deutschland) 
Parafilm “M“ Pechiney – Plastic Packaging (Chicago USA) 
Pinzette steril Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Pipettenspitzen Diamond 
(DL10,D200,D1000) 
Gilson (Middleton, USA) 
RCVS-Vessel (10ml) Synthecon Inc. (Houston, USA) 
RNaseZAP™ RNase-
Entfernungsspray 
Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Schere steril Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Tissue Tek® Cryomold 
Einbettschälchen  
Biopsy (10 x 10 x 5 mm) 
Sakura (Zoeterwoude, Niederlande) 
Tissue-Tek Sakura (Zoeterwounde, Niederlande) 
QuantiTect Rev. Transcription Kit Qiagen (Hilden, Deutschland) 
Untersuchungshandschuhe (Peha-
soft® ,powderfree) 
Hartmann (Heidenheim, Deutschland) 
Wägepapier (9 x 11,5 cm) Macherey Nagel (Düren, Deutschland) 
Zefastabil Zefa Laborservice GmbH(Harthausen, Deutschland) 
Zellkulturflaschen einfach Nunc (Kamstrupvej, Dänemark) 
Zellkulturflaschen Tripple Nunc (Kamstrupvej, Dänemark) 
 
2.1.4. Verwendete Chemikalien 
Aceton Merck (Darmstadt, Deutschland) 
AEC (3-Amino-9-Ethylcarbazol) Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Alzianblau Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Ampuwa ®  
Spüllösung Aqua dest. (10l) 
Fresenius Kabi AG (Bad Homburg, Deutschland) 
Aqua dest. ad iniectabilia (1000ml) B. Braun Melsungen AG (Melsungen, Deutschland) 
Aquatex Merck (Darmstadt, Deutschland) 
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BSA Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Chloroform Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Chondroitin-6-Sulfat Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Chondroitinase Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Essigsäure VWR International(Leuven, Belgien) 
Ethanol Apotheke Klinikum Innenstadt(München, Deutschland) 
Eukitt O. Kindler (Freiburg, Deutschland) 
Fast Green Waldeck GmbH (Münster, Deutschland) 
Hämalaun nach Meyer Lösung Apotheke Klinikum Innenstadt(München, Deutschland) 
Isopropanol Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Kernechtrot Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
PBS Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
Roti-Histol Carl Roth (Karlsruhe, Deutschland) 
Safranin-O Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Salzsäure 1 molar Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Succrose Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Toluidinblau Waldeck GmbH (Münster, Deutschland) 
Tris-Puffer Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Trypanblau Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
Trypsin/EDTA Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
Tween 20 Merck (Darmstadt, Deutschland) 
Wasserstoffperoxid 30% Merck (Darmstadt, Deutschland) 
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2.1.5. Verwendete Medien,  Zusätze sowie Antikörper und Seren 
Amphotericin B Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Bovines Serum Albumin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Collagen II Antikörper 
(aus der Maus) 
Dept.of Medical & Physiological Chemistry (University of 
Uppsala , Schweden)  
 
Dexamethason Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Merck ( Darmstadt, Deutschland) 
Fetales Kälberserum PAA Laboratories (Pasching, Österreich) 
FGF-2 PeproTech (Rocky Hill, USA) 
ITS+1 Liquid Media Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
L-Ascorbat-2-Phosphat Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
L-Glutamin Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
L-Prolin Sigma-Aldrich (Steinheim, Deutschland) 
Maus-Antikörper (aus der Ziege) Vector Laboratories (Burlingame, USA) 
MEM-Aminosäuren Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
Penicillin/Streptomycin Biochrom AG (Berlin, Deutschland) 
TGF-β3 R&D Systems (Abungdon, United Kingdom) 




Ham‘s F-12 Medium  
Penicillin/Streptomycin Mix 50 IU/ml 
FCS 10% 
Amphotericin B 2,5 mg/ml 
MEM-Aminosäuren 1% 
L-Glutamin 1% 





Alpha Medium  
Penicillin/Streptomycin Mix 40 IU/ml 
FCS 10% 
L-Glutamin 2 mM 










Penicillin/Streptomycin 40 IU/ml 
Dexamethason 0,1 µM 
L-2-Ascorbat-2-Phopshat 0,195 mM 
L-Prolin 0,35mM 
ITS+1 Liquid Media Supplement (100x)  
(Insulin, Transferin, Natriumselenit, BSA, Linolsäure) 
 
 





Chondrozyten-Medium  70 % 
FCS 20 %  
DMSO 10 % 
 
HMSC Einfriermedium 
HMSC-Medium  85 % 
FCS 5 %  
DMSO 10 % 
 
2.1.6. Verwendete Primer 
Alle in dieser Arbeit verwendeten Primer stammen von Metabion (Martinsried, 
Deutschland) und wurden von uns in Gefrierschränken bei -20° C gelagert. 
 




 Sense: 5’ - TGC ACC ACC AAC TGC TTA GC - 3’ 
 Antisense: 5’ - GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG - 3’ 
 
Vandesompele et al.  
(2002)  
Aggrekan  Sense: 5‘ - CAG CAC CAG CAT CCC AGA - 3‘ 
 Antisense: 5‘ - CAG CAG TTG ATT CTG ATT CAC G - 3‘ 
 




 Sense: 5’ - GTT ATC GAG TAC CGG TCA CAG AAG -3' 
 Antisense: 5’ - AGT ACT TGG GTC CTT TGG GTT TG -3’ 
 
Varas et al.  
(2007) 
Kollagen X  Sense: 5‘- CAA GGC ACC ATC TCC AGG AA - 3‘ 
 Antisense: 5‘- AAA GGG TAT TTG TGG CAG CAT ATT - 3’ 
 
Zhang et al. 
(2010)  
SOX-9  Sense: 5‘ - AGA CCT TTG GGC TGC CTT AT - 3‘ 
 Antisense: 5‘ - TAG CCT CCC TCA CTC CAA GA - 3‘ 
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2.2. Verwendete Zellen 
Im Rahmen des gesamten Versuches kamen 2 Zellarten zum Einsatz. Anfangs 
wurden zur Erprobung der technischen Grundlagen und Methoden Chondrozyten 
benutzt. Nachdem die erforderlichen Vorversuche abgeschlossen waren, konnte der 




In den Vorversuchen wurden Chondrozyten verwendet um verschiedene Aspekte 
des Versuchsaufbaus, wie später unter 3.1. näher erläutert, zu beleuchten.  Bei den 
Zellen handelt es sich um humane Chondrozyten, die von einem 17 Jahre jungen, 
kaukasisch-stämmigen und ohne Nachweis von Erkrankungen verstorbenen 
Patienten stammen. Für die Verwendung der Zellen liegt ein Ethikantrag der 
Abteilung für Rechtsmedizin vor.  
 
 
2.2.2. Humane Mesenchymale Stammzellen (HMSC) 
In den eigentlichen Versuchen wurde mit Stammzellen der Firma LONZA gearbeitet. 
Die verwendeten Stammzellen waren alle von Spender #8F3434, einem 22 Jahre 
altem, kaukasisch stämmigen, gesunden Mann und wurden in Passage 2 tiefgefroren 
geliefert. Die Zellen wurden unter Einhaltung der Kühlkette nach Erhalt der Lieferung 
sofort in Stickstoff weggefroren und bei Bedarf in entsprechender Menge kultiviert 
und letztlich in Passage 5 ausgewertet. Ein Vial mit gefrorenen humanen 
mesenchymalen Stammzellen enthält bei Lieferung laut Herstellerangaben 
mindestens 750 000 Stammzellen in P2. 
 
Der Hersteller gibt im so genannten „Certificate on Analysis“ eine λ2 % Viabilität der 
Zellen sowie negative Testergebnisse für HIV, Hepatitis B und C Viren an. Lonza 
bestätigt auch die Fähigkeit der Zellen, sich in die entsprechenden Gewebesubtypen 
zu differenzieren. Diese Multipotenz der HMSC dieses Spenders wurde darüber 












Im Folgenden wird die Durchführung der einzelnen Schritte der Zellkultur, die für 
diese Arbeit von Bedeutung waren, näher beschrieben. Alle Schritte der Zellkultur 
wurden, sofern nicht anders erwähnt, unter Beachtung von Sterilität unter einer 
Sterilbank durchgeführt.   
Neue Zellen wurden nach Erhalt direkt bei -80° C weggefroren, bei Beginn des 
entsprechenden Versuches wieder aufgetaut und zur Vermehrung in Monolayer-
Kulturflaschen aufgeteilt. Bei einer Konfluenz von etwa 70-80 %, in der Regel also 
nach etwa  14 Tagen, wurden die Zellen in die Pelletkultur überführt  und dann im 
weiteren Verlauf entsprechend der zugeteilten Versuchsgruppe stimuliert, ehe sie am 
letzten Tag geerntet und zur Auswertung weiterverarbeitet wurden. Diese Schritte 




2.3.1. Auftauen und Einfrieren der Zellen 
Die Kryokonservierung spielt bei der Aufbewahrung von Zellen eine wichtige Rolle, 
da die Zellen hierbei über längere Zeit aufbewahrt und bei Bedarf in geeigneter 
Menge aufgetaut werden können.   
Die Zellen wurden vom Hersteller in einem Vial verpackt und in Trockeneis gefroren 
geliefert und von uns umgehend in einem Stickstoff-Tank deponiert, um die Kühlkette 
aufrecht zu erhalten.  
 
Nach dem ersten 14-tägigen Kultivierungszyklus der frisch gelieferten Zellen wurden 
diese zu etwa 240 000 Zellen pro Vial in Passage 3 in einem mit DMSO 
angereichertem Stammzell-Einfriermedium eingefroren und vor Durchführung eines 
Versuches aufgetaut. Überschüssige Zellen aus der Zellkultur wurden in 
Einfriermedium in einem Gefrierschrank bei -80° C weggefroren. Diese Zellen 
wurden jedoch nicht für diese Doktorarbeit verwendet. 
 
Zum Auftauen wurden die gefrorenen Zellen aus dem Stickstofftank oder dem 
Gefrierschrank kurz in der Hand gewärmt und in ein Falcon gegeben, das auf 5ml 
Medium aufgefüllt wurde. Die definierte Menge von 5 ml erlaubt eine Hochrechnung 
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2.3.2. Zellzahlbestimmung 
Zur Zellzahlbestimmung wurden zunächst 10 l der Zelllösung (aus dem Falcon mit 
5ml) mit 10 l Trypanblau im Verhältnis 1μ1 gemischt. Trypanblau hat die Eigenschaft 
beschädigte Zellen anzufärben und eignet sich somit zur mikroskopischen 
Unterscheidung von vitalen und avitalen Zellen [Schrek et al., 1936]. 
10 l dieses Zelllösung-Trypanblau-Gemisches wurden nun in eine Neubauer-
Zählkammer gegeben. Gezählt wurden die nicht blau gefärbten Zellen in den 4 
Hauptkammern (siehe Abb. 10.). Durch die unten angegebene Formel war somit die 
Zellzahlbestimmung pro Milliliter möglich. Dieser Wert wurde mit fünf multipliziert um 










  Abb. 10  Schematisch dargestelltes mikroskopisches Bild    
                 beim Auszählen der Zellen in  einer Neubauer- 
                 Zählkammer 
Berechnung der Zellzahl in der Neubauer-Kammer: 
 
 







N = Zellzahl gesamt 
n = Gezählte Zellzahl in den 4 Quadranten 
V = Volumen der gesamten Zellsuspension (5 ml) 
  
/4 Da zur weiteren Berechnung nur die 
durchschnittliche Zellzahl pro 1x1 mm Feld benötigt  wird, 
teilt man den Gesamtwert  durch 4. 
·2 Berücksichtigung der 1:1 Verdünnung mit Trypanblau 
 




2.3.3. Kultivierung und Vervielfältigung der Zellen im Monolayer 
Nach dem Auszählen wurden die Zellen in Monolayerkulturflaschen mit einer Dichte 
von 80 000 Zellen / 25 cm²  kultiviert. Hierfür wurden die entsprechende Menge der 
Zelllösung in ein 50 ml Falcon-Röhrchen gegeben und mit Medium auf 25 ml 
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12,5 l des Wachstumsfaktors FGF-2 (5 ng/ml) angereichert. Die Kultivierung 
erfolgte über 14 Tage bei 37°C in einem Brutschrank. Das Medium wurde dabei alle 
2 Tage gewechselt. Dazu wurde zunächst das alte Medium abpipettiert und 
verworfen, ehe es durch 25 ml frisches Stammzellmedium, angereichert mit 12,5 l 
FGF-2 (5 ng/ml), ersetzt wurde. 
 
Die Stimulation mit 5 ng/ml FGF-2 in der Kultivierungsphase erfolgte, da in der 
Literatur ein erhöhtes chondrogenes Potential der humanen mesenchymalen 
Stammzellen mit vermehrter Proteoglykanbildung beschrieben wird [Solchaga et al., 
2005]. 
 
Nach Ablauf der 14 Tage wurde das Medium aus den Zellkulturflaschen mit einer 
Pipette entfernt und anschließend 10 ml PBS in die Kulturflasche geben um Medium- 
und Zellproduktrückstände zu entfernen, da diese das im nächsten Schritt benötigte 
Trypsin/EDTA inaktiveren könnten. Die Zugabe von Trypsin/EDTA (10 ml/25 cm²) 
bewirkte nach etwa 3 Minuten eine enzymatische Lösung der adhärenten Zellen von 
der Plastikoberfläche, sodass diese frei in der Trypsin/EDTA-Lösung schwammen 
und somit aus der Kulturflasche extrahiert werden konnten. Hierfür wurde nach 
Ablauf der 3 Minuten die Enzymaktivität durch Zugabe von 10ml Medium gestoppt 
und das Gemisch in ein 50 ml Falcon-Röhrchen abpipettiert. Es folgte die Trennung 
der festen Zellanteile vom Flüssiganteil in der Zentrifuge bei 1500U/min  für 5 
Minuten. Der Überstand aus Medium und Trypsin/EDTA wurde abgegossen und 
anschließend wurden, wie unter 2.3.2 beschrieben, 5ml Medium hinzugegeben und 
die Zellen in einer Neubauer-Zählkammer ausgezählt. 
 
Dieser Kultivierungsschritt wurde bei den Zellen, die in P2 geliefert wurden, erneut 




Die Zelldifferenzierung wurde in Form einer Pelletkultur durchgeführt, da diese 3 
dimensionale Kultivierungsform den  in vivo Bedingungen näher kommt, als die 
Monolayer-Kultivierung in einer Mediumflasche.  
Zum Ansetzen der Pelletkultur wurden die Zellen wie unter 2.3.1. beschrieben aus 
Passage 4 gelöst und ausgezählt. Für ein Pellet wurden 400 000 Zellen mit 1 ml 
Differenzierungsmedium in ein 15 ml Falcon-Röhrchen gegeben, das je nach Gruppe 
ggf. auch noch mit 0,5 µl TGF-β3 (10 ng/ml) versehen war. Die Falcons wurden dann 
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Brutschrank bei 37° C inkubiert. Nach Abschluss dieser 2 Tage hatte sich die flache 
Zellschicht am Boden der Falcons zu kugelförmigen Zellpellets organisiert. Diese 
wurden dann in Eppendorfgefäße mit je 1 ml Medium (ggf. mit 10 ng/ml TGF-β3) 
transferiert. Die Gruppen, die mit der Mikrogravitation stimuliert werden sollten, 
wurden am 14. Tag der Pelletkultur in das Bioreaktorgefäß mit 10 ml Medium 
überführt und darin für die restlichen 7 Tage kultiviert. Die Zellen ohne 
Mikrogravitation wurden weiterhin unter denselben Bedingungen wie zuvor kultiviert. 
Je nach Gruppe erfolgte ab dem 2. Tag eine zusätzliche Stimulation im EMF.   
 
Um sowohl den Gasaustausch als auch einen Schutz für die Pellets in den 
Eppendorfgefäßen zu gewährleisten, wurden die Deckel mit einer sterilen Schere 
entfernt und die Gefäße in einen speziellen Gefäßständer gestellt, der mit einer 




2.4. Stimulation im Magnetfeld 
Wichtig für den Versuch war die Erzeugung eines möglichst homogenen 
Magnetfeldes mit konstanten Eigenschaften. Grundsätzlich standen für diesen 
Versuch zwei Anordnungen zur Magnetfelderzeugung zur Auswahl. Zum einen eine 
Solenoid-Spule, bei dem sich die Magnetspule zirkulär um einen zylindrischen Körper 
orientiert und dabei innerhalb des Körpers ein Magnetfeld erzeugt (siehe Abb. 11a) 
und zum anderen eine Helmholtz-Anordnung (siehe Abb. 11b). Hier handelt es sich 
um zwei Magnetspulen, die in einem definierten Abstand parallel zueinander 
angeordnet werden. Jede Magnetspule für sich allein genommen erzeugt zwar ein 
inhomogenes Magnetfeld, doch durch die Überlappung beider Felder entsteht ein 
homogenes Feld. 
 
Da beide Anordnungen gleichermaßen in der Lage sind ein homogenes Magnetfeld 
zu produzieren, aber das offene System der Helmholtz-Anordnung eine bessere 
Unterbringung und Bedienbarkeit des Bioreaktors innerhalb des Brutschrankes 

























Das Magnetfeld wurde durch den Funktionsgenerator M80 der Firma Magnetodyn, 
der auch im klinischen Bereich Einsatz findet, erzeugt. Die Steuerung des 
Magnetfeldes erfolgte über das Computerprogramm LabView. Dieses Programm 
erlaubt es wichtige physikalische Eigenschaften, die für die Magnetfeld-Generierung 
von großer Bedeutung sind einzustellen (siehe Tab. 2.). Die Stimulation von HMSC 
im elektromagnetischen Feld innerhalb einer Solenoid-Spule war eine bereits 
bekannte Methode im Labor und wurde in früheren Versuchen bereits etabliert 
[Mayer-Wagner et al., 2011]. Hierbei erwiesen sich folgende Setup-Parameter als 
besonders günstig für die chondrogene Differenzierung (siehe Tab. 2.) und wurden 
dementsprechend auch in dieser Arbeit verwendet. Die Etablierung des 




Frequenz f 15 Hz 
Magnetfeldstärke H 5 mT 
Effektive Stromstärke I 4,2 A 
Befeldungsdauer 3x45 Minuten pro Tag  
Feldart Sinus 





Abb. 11  Vergleich von 2 möglichen Magnetfeldanordnungen  
   a)  Zirkulär angeordnete Magnetspule (=Solenoid-Spule)   
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Die Aktivierung eines Magnetfeldes führt zu einem Stromfluss durch die 
Magnetspulen, wodurch eine deutliche Temperaturerhöhung im Bereich der Spulen 
erzeugt wird. Um die Zellen nicht durch zu hohe Temperaturen oder zu starke 
Temperaturschwankungen zu beeinflussen, wurde ein Kühlsystem der Firma Haake 
installiert, das für möglichst konstante Temperaturen im Bereich von 37 ± 0,25 ° 





   Abb. 12  Ausschnitt des Temperaturverlaufes über fast 2 Tage während eines Versuches. Die Temperatur bewegt 
sich während des  Versuches bei 37° ± 0,25 °C. Die Peaks entstehen durch die intermittierende Aktivierung 
des Magnetfeldes, durch das Energie in Form von Wärme abgegeben wird. 
 
 
2.5. Simulierte Mikrogravitation 
2.5.1. Erzeugung der simulierten Mikrogravitation 
Grundlage für die simulierte Mikrogravitation sind Forschungsarbeiten der NASA, die 
einen Bioreaktor entwickelte, der in der Lage ist durch Rotation die im Inneren des 
Bioreaktors wirkenden mechanischen Kräfte auf darin befindliche Proben zu 
reduzieren [Hammond & Hammond, 2002]. Es stellte sich heraus, dass mit dem 
Schwebezustand bei Abwesenheit von Turbulenzen und geringen Scherkräften in 
diesem System, wichtige Eigenschaften der Schwerelosigkeit erfüllt sind [Schwarz et 
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Das ursprüngliche System wird mittlerweile unter Lizenz der NASA durch die Firma 
Synthecon kommerziell  vertrieben [Ingram et al., 1992]. Das kommerzielle RCCS 






Abb. 13  RCCS der Firma Synthecon bestehend aus einem Motor, und einem direkt damit verbundenen Vessel sowie der  
Steuerelektronik-Einheit zur Regulierung der Umdrehungsgeschwindigkeit.  
 
 
Das Prinzip des Systems besteht darin, dass ein Motor (Abb. 13. 1a) eine 
gleichmäßige Rotationsbewegung des damit verbundenen Hohlgefäßes (Abb. 13. 
1b) generiert. Die durch die Rotation erzeugte Kraft wirkt der Schwerkraft entgegen 
(siehe Abb. 14.) und führt damit bei entsprechender Stärke zu einem 
Schwebezustand des im Hohlgefäß befindlichen Körpers. Da die Körper, die in einen 
Schwebezustand versetzt werden sollen nicht einheitlich sind, sondern sich durch 
verschiedene Werte in Größe, Dichte und Masse unterscheiden, ist es erforderlich 
die Drehgeschwindigkeit variabel einstellen zu können. Dies gelingt durch eine 
Steuerungselektronik (Abb. 13. 2.) mit der man die Möglichkeit hat die Umdrehungen 





3. verschiedene Vessels 
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                                   Abb. 14      Prinzip der simulierten Mikrogravitation und Darstellung der physikalischen Kräfte 
 
 
Zum Verständnis des Prinzips ist es wichtig zu wissen, dass das Verhalten der 
Pellets innerhalb des Systems im Wesentlichen durch drei physikalische 
Einflussfaktoren bestimmt wird [Hammond & Hammond, 2001]:  
 
1. Sedimentationsgeschwindigkeit und Scherkräfte 
2. Coriolis- und Zentrifugalkraft 
3. Massentransporteffekte 
 
Die durch diese Rotationsbewegung entstehenden  Scherkräfte werden bei laminarer 
Strömung durch das im Vessel befindliche Medium gedämpft. Aus Versuchen mit 
Säugetierzellen weiß man, dass der kritische Wert für die Scherkräfte bei etwa 3-10 
dyn/cm² liegt. Ab diesen Werten kann es von Zellschäden bis zum Zelltod kommen 
[Guidi et al., 2002] Die auf ein Pellet wirkende Scherkraft wurde in Zusammenarbeit 
mit der „neuen Magnetodyn GmbH“ beispielhaft anhand von Probepellets berechnet 
















= maximal auf das Pellet wirkende Scherkraft (1,6 dyn/cm²) 
= Viskosität des Kulturmediums (1,05 kg/ms) 
= Sedimentationsgeschwindigkeit des Pellets (0,04 m/s) 











Die Corioliskraft hingegen ist eine Kraft die in Verbindung mit der Zentrifugalkraft 
steht. Während die Zentrifugalkraft dafür sorgt, dass sich das Pellet von der Mitte 
weg bewegt und am Rand des Gefäßes eine feste Position einnimmt; ist die 
Corioliskraft die Kraft die dafür sorgt, dass das Pellet auf diesem Weg nach außen 
keine gerade Strecke zurücklegt, sondern in einer gekrümmten Bahn an den Rand 
des Gefäßes gelangt, an dem es dann die Schwebeposition einnimmt. Zur 













Die besondere Anforderung bei dem Versuchsaufbau bestand darin, im räumlich 
limitierten Brutschrank zum einen ein elektromagnetisches Feld zu generieren und 
zum anderen eine Vorrichtung zur Erzeugung simulierter Mikrogravitation innerhalb 
dieses Magnetfeldsystems zu integrieren. Dazu sollte ursprünglich das von der Firma 
Synthecon lizensierte RCCS genutzt werden. Allerdings stellte sich heraus, dass sich 
dieses System, wie unter 1.4.2. näher erläutert, nicht für unseren Versuch eignete. 
Aus diesem Grund haben wir das Konzept überarbeitet und für unseren Versuch 
optimiert. Das System ist dabei mit dem der Firma Synthecon vergleichbar und  mit 
Rotationsbewegung 
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dessen Bioreaktor-Gefäßen kompatibel, sodass diese auch Verwendung in den 
Versuchen fanden. 
 
Wie bereits zuvor erwähnt besteht das gesamte System aus einem Motor, der die 
erforderliche Rotationsbewegung generiert, einem Magnetfeldgenerator, der 
zwischen 2 parallel angeordneten Magnetfeldspulen ein Magnetfeld erzeugt und die 
Bioreaktoreinheit, an der die Vessels über eine Schraubvorrichtung befestigt werden. 
 
Die Magnetspulen erzeugen im aktiven Zustand vermehrt Wärme und geben diese 
an die Umgebung ab. Um eine Beeinträchtigung der Wachstumsbedingungen für die 
Zellen zu verhindern, wurde daher ein Kühlsystem bestehend aus einem Plexiglas-
Gehäuse und einem Umwälz-Kühlsystem der Firma Haake installiert, in dem die 
Spulen in einem Kreislauf mit Wasser umspült und gekühlt wurden, sodass die 
Temperatur im Brutschrank im Bereich der Proben in einem konstanten 
Temperaturfenster von 37 ± 0,25 °C gehalten werden konnte. Eine 
Steuerungselektronik ermöglichte die Steuerung der Umdrehungsgeschwindigkeit. 
Die Erfassung der Temperatur und die Einstellung des Magnetfeldes erfolgten 
computergesteuert. Die Bioreaktor-Gefäße der Firma Synthecon bestehen aus 
Kunststoff und weisen auf der Rückseite eine semipermeable Membran auf, die 
einen Gasaustausch mit der Umgebung ermöglicht. Zur Befüllung des RCCS mit 





Abb. 16 Bioreaktor-Vessel der Firma Synthecon mit 3 Öffnungen zur Befüllung und semipermeabler Membran auf der 
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2.6.1. Versuchsaufbau mit angepasstem RCCS 
Auf Grund des nachgewiesenen Magnetfeldes, das durch den Elektromotor im 
Gehäuse der Vesselbefestigung erzeugt wurde, haben wir nach einer Lösung für 
dieses Problem gesucht.  
Diese lag darin, den Motor auszulagern und die Rotationsbewegung durch den 
Einsatz einer biegsamen Welle auf das zylindrische Hohlsystems zu übertragen. 
Diese Änderungen waren jedoch nur durch eine Neukonstruktion des Systems 
möglich, die durch die „Neue Magnetodyn GmbH“ durchgeführt wurde. Dank der 
Auslagerung ist das durch den Motor erzeugte Magnetfeld nicht mehr im Wirkbereich 
des von uns gezielt erzeugten Magnetfeldes und somit eine ungewollte Interaktion 
ausgeschlossen. Zur Kultivierung der Pellets im Bioreaktor wurden weiterhin die 
original Vessels von Synthecon verwendet. Einen Überblick über den 
Versuchsaufbau gibt Abb. 17. 
 
 
Abb. 17    Schematische Darstellung der einzelnen Komponenten des Versuchaufbaus und deren Interaktion 
 
 
Prinzipiell war es für die Durchführung der Versuche bedeutsam ein System zu 
haben, das es erlaubt um den Bioreaktor eine Magnetfeld Anordnung aufzubauen 
das per se kein Magnetfeld in der Nähe des Vessels erzeugt. Wichtig für die 
Durchführung war die Erzeugung einer möglichst gleichmäßigen und konstanten 
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Magnetodyn-System ermöglicht. So wurde der Motor mitsamt Steuereinheit nach 
außen verlagert und die Kraftwirkung über eine biegsame Welle zum Bioreaktor 
weitergeleitet. Die Steuereinheit ermöglicht es auf 0,1 Umdrehungen pro Sekunde 
genau die Drehgeschwindigkeit einzustellen. Die Einstellung der Werte erfolgte durch 
visuelle Kontrolle und Korrektur der Geschwindigkeit, falls das Pellet nicht frei im 
Vessel schwebte. 
 
2.7. Histologische und immunhistologische Färbungen 
Eine Möglichkeit um gewisse Proteine oder Strukturelemente nachzuweisen sind 
Färbungen. Dabei ist zwar kein genaue quantitative Aussage möglich, aber im 
Querschnitt lässt sich erkennen ob gewisse Proteine überhaupt vorliegen und wenn 
ja, wie die Verteilung von außen nach innen ist. 
 
2.7.1. Anfertigung der Schnittpräparate 
Zunächst wurden die Pellets aus den Eppendorfgefäßen oder dem Bioreaktor 
vorsichtig in ein Cryomoldschälchen transferiert. Das überschüssige Medium wurde 
abgesaugt und zur Reinigung  von Mediumresten 500 l PBS hinzugegeben und 
wieder abpipettiert. Daraufhin folgte eine Zugabe von 200 l Succrose-Lösung (5%)  
für 10 Minuten, die dafür sorgt, dass das Pellet außen verklebt. Nach der 
Behandlung mit der Succrose-Lösung wurde das Gefäß mit Tissue-Tek gefüllt und 
bei -80° weggefroren.  
 
Dieser Ablauf erlaubt es die Pellets über einen gewissen Zeitraum zu konservieren, 
um sie dann bei Bedarf aus der Kühlung zu nehmen und für die histologische 
Auswertung weiterzuverarbeiten. Dabei wurden die Gefrierpräparate mit einem 
Kryotom in 10 m dicke Scheiben geschnitten. Diese wurden auf Objektträger 
transferiert und dann erneut bei -80 °C eingefroren. Diese vorgefertigten 
Schnittpräparate wurden bei Bedarf aus dem Gefrierschrank entnommen und 




Bei der Safranin-O-Lichtgrün-Färbung handelt es sich um eine Färbung, die dazu 
geeignet ist Proteoglykane, wie sie typischerweise im Rahmen der chondrogenen 
Differenzierung auftreten, darzustellen. Bereiche mit einem hohen 
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Proteoglykangehalt bläulich-grün. Für diese Färbung wurde zunächst eine 1,5%ige 
Stammlösung hergestellt (3 g Safranin-O in 200 ml Aqua dest. gelöst). Diese 
Stammlösung wurde für die Färbung im Verhältnis 1:2 mit Aqua dest. verdünnt, 
sodass die Färbung mit einer 0,75%igen wässrigen Safranin-O-Lösung sowie Fast-
Green in einer 0,02%igen alkoholischen Lösung (0,02 g Fast Green in 100 ml 
Ethanol 95%) durchgeführt wurde. Vor Verwendung wurden die Farben durch einen 
Faltenfilter in ein sauberes Becherglas gefüllt. 
 
2.8.2.2. Durchführung 
Der erste Schritt der Färbung besteht in einer 5 minütigen Wässerung der 
Schnittpräparate in Aqua dest.. Anschließend folgte die Färbung mit Safranin-O über 
2 Minuten. Danach wurden die Schnittpräparate dreimal mit Aqua dest. gewaschen, 
bevor die Gegenfärbung für 10 Sekunden mit Fast-Green erfolgte. 
Daraufhin wurden sie für 60 Sekunden in Eisessig (1%) getaucht und in einer 
aufsteigenden Alkoholreihe (96%  99%  99%) und Rotihistol entwässert. Die 





Bei der Alzianblau-Färbung handelt es sich ebenfalls um eine 
proteoglykanspezifische Färbemethode, die auch das knorpeltypische Proteoglykan 
Chondroitinsulfat blau anfärbt und nachweisen kann.  
Allerdings werden auch andere Proteoglykane angefärbt und somit stellt es keinen 
sicheren Knorpelnachweis dar. 
Die Anfärbung basiert auf dem Prinzip, dass diese Proteoglykane eine negative 
Ladung tragen, an welche der Farbstoff bindet. Um eine Reaktion mit anderen 
negativ geladenen Teilchen zu verhindern, beispielsweise aus dem Zellkern, muss 
das Präparat wie unter 2.8.3.2 erläutert entsprechend vorbereitet werden. 
Gefärbt wurde mit einer 1%igen Alzianblaulösung (5 g Alcian blue 8GX Pulver in ein 
Gemisch aus 15 ml 100%iger Essigsäure in 500 ml Aqua dest. bei pH 2,5). Die 
Gegenfärbung erfolgte mit einer bereits im gebrauchsfertigen Zustand gelieferten,  in 
5% Aluminiumsulfat gelösten Kernechtrot-Lösung (0,1%). Beide Lösungen wurden 
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2.8.3.2. Durchführung 
Zu Beginn wurden die Schnittpräparate für 1 Minute in Aqua dest. gewässert. 
Danach folgte ein Bad in Essigsäure (3%) für 3 Minuten und anschließend die 
Färbung mit der Alzianblau-Lösung (1%) für 60 Minuten. Nach diesem Schritt wurden 
die Präparate erneut zunächst für 30 Sekunden in 3%iger Essigsäure und dann mit 
Aqua dest. für 1 Minute gewaschen. Nach dem erneuten Waschen erfolgte die 
Gegenfärbung mit der Kernechtrot-Lösung (0,1%) über 5 Minuten.  Anschließend 
wurde nochmal mit Aqua dest. für 1 Minute gewaschen und zur Entwässerung eine 
aufsteigende Alkoholreihe (40%  70%  100% für je 2 Minuten) und Rotihistol 





Zur Darstellung der Glykosaminoglykane verwendeten wir Toluidinblau. Das Prinzip 
der Anfärbung basiert wie bei der Alzianblaufärbung auf der Interaktion mit negativ 
geladenen Teilchen. Es wurde in einer 1%igen Färbelösung verwendet (1 g 
Toluidinblau + 1 g Natriumtetraborat in 100 ml Aqua dest. gelöst und 2mal filtriert). Im 
Rahmen dieser Färbung werden Glykosaminoglykane rot-violett angefärbt. Vor 




Der erste Schritt bestand aus der Färbung mit Toluidinblau (1%) für 3 Minuten. 
Danach wurden die Präparate über 2 Stunden mit Leitungswasser gewaschen bis 
keine Farbschlieren mehr zu sehen waren. Dabei wurde das ausgewaschene 
Wasser alle 20 Minuten durch frisches Leitungswasser ersetzt. Nach dem 
Abwaschen des überschüssigen Farbstoffes erfolgten das Trocknen der 
Schnittpräparate mit Filterpapier und das Eindecken in DPX. 
 
 
2.8.5. Immunhistologische Anfärbung von Kollagen II 
2.8.5.1. Grundlagen 
Bei der immunhistologischen Färbung von Kollagen II verwendeten wir zum einen 
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Ziegenantikörper gegen Mausantigene. Somit wird vorhandenes Kollagen II über die 
beiden Antikörper mit Biotin markiert. Die Markierung mit Biotin sorgt dafür, dass ein 
Streptavidin-Peroxidase-Komplex binden kann, der in der Lage ist im letzten Schritt 




Nach dem Auftauen der Gefrierschnitte erfolgte eine 15 minütige Rehydration in 
PBS. Zunächst wurde die endogene Peroxidase  durch eine Zugabe von 
Wasserstoff-Peroxid für 30 Minuten inaktivert, da die endogene Peroxidase zu einer 
Aktivierung des Farbstoffes und somit zu einer unspezifischen Anfärbung führt. 
Anschließend wurden die Präparate zum Entfernen überschüssigen 
Wasserstoffperoxids für 5 Minuten mit PBS und 0,1%iger Tween20-Lösung 
gewaschen. Anschließend wurden die Schnittpräparate mit Chondroitinase bedeckt 
und für 15 Minuten bei 37° im Trockenschrank inkubiert. Dieser Schritt  diente dazu 
die Kollagen II Moleküle für die in den nächsten Schritten folgenden Antikörper 
zugänglich zu machen. Da sich neben dem zu untersuchenden Kollagen II noch 
andere potentielle unspezifische Antigene im Schnittpräparat befinden, an die unser 
Antikörper binden könnte, wurden diese 60 Minuten lang mit Ziegen-Serum (1:20 mit 
PBS verdünnt) blockiert. Danach wurde der spezifische Kollagen II-Antikörper von 
der Maus hinzugegeben. Die Inkubation mit diesem Antikörper erfolgt über Nacht bei 
+4°C im Kühlschrank. Bei der Negativkontrolle wurde an Stelle des Antikörper PBS 
verwendet. Am darauffolgenden Tag erfolgte zunächst das Waschen der Präparate 
mit PBS und 0,01%igem Tween20 um ungebundene Antikörper-Reste zu entfernen 
und somit eine unspezifische Färbung zu vermeiden. Anschließend wurde der 
sekundäre Antikörper von der Ziege, der durch einen Biotin-Rest markiert ist,  
hinzugegeben. Der sekundäre Antikörper ist gegen den primären Antikörper von der 
Maus gerichtet und kann somit an diesen binden. Die Aufgabe des Biotin Restes ist 
es, dass der sogenannte ABC-Komplex (Vectastatin ABC Kit), bestehend aus einer 
Peroxidase und Streptavidin, das eine hohe Bindungsaffinität zu Biotin besitzt, 
binden kann. Durch die Bindung kommt es zu einer Aktivierung der Peroxidase im 
Komplex und der hinzugegeben AEC Farbstoff wird dadurch aktiviert. Anschließend 
erfolgte die Gegenfärbung mit Hämalaun, ehe die Präparate mit Aquatex eingedeckt, 
fixiert und für 24h im Dunkeln gelagert wurden. Eine schematische Übersicht über die 

















    
Abb. 18  Ablauf der immunhistologischen Kollagen II Anfärbung 
a) Schematische Übersicht eines Pellet-Gefrierschnitts mit wichtigen Bestandteilen 
b) Blockierung der endogenen Peroxidase mit H2O2 
c) Blockierung unspezifischer Antigene durch Antikörper aus Serum 
d) Spezifische Markierung von Kollagen 2 durch Antikörper 
e) Bindung von einem weiteren Antikörper (biotinyliert) an den ersten Antikörper 
f ) Bindung des ABC-Komplexes(Peroxidase+Streptavidin) an Biotin 
g) Hinzugeben von AEC-Farbstoff, Aktivierung des Farbstoffes durch die Peroxidase des ABC-Komplexes 
h) Gefärbtes Präparat im Mikroskop 
 
 
2.8. Molekularbiologische Methoden 
2.8.1. Aufbereitung der Pellets mit dem Dismembrator 
Für die molekularbiologische Auswertung war es zunächst notwendig RNA aus den 
Zellen zu gewinnen. Der erste Schritt hierzu war die Aufbereitung der Zellpellets im 
Dismembrator, der die Pellets zermahlte und somit zu einer Freisetzung der RNA 
führte. Hierfür wurden die Pellets nach Abschluss der 21 Versuchstage in spezielle 
Kryoröhrchen gegeben und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Anschließend 
wurden ebenfalls in Stickstoff gekühlte Metallkügelchen, die zuvor in Ethanol 
gereinigt wurden,  in die Kryoröhrchen gegeben und das Ganze dann im 
Dismembrator verankert. Der Dismembrator schüttelte die Vials eine Minute lang mit 
3000 RPM/min. Hierbei kam es durch die Auf- und Abbewegung der Kugeln 
innerhalb der Vials zum Zermahlen der Zellen und zu einer Freisetzung der RNA. 
Nach Entfernung der Metallkugel wurden die restlichen Zellbestandteile und die 
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2.8.2. Isolierung der RNA 
Das oben beschriebene QIAzol-Gemisch enthält nicht nur RNA, sondern auch noch 
andere Zellbestandteile, sodass man zur weiteren Auswertung die RNA von den 
anderen Bestandteilen isolieren musste. Hierfür wurden zunächst 750 l des QIAzol-
Gemisches mit  200 l Chloroform bei Raumtemperatur für 10 Minuten inkubiert. 
Danach erfolgte die Trennung der einzelnen Bestandteile durch Zentrifugation  bei 
15000x g  über 20 Minuten bei 4°C. Nach dem Zentrifugieren wurden 3 Phasen 
sichtbar: Unten eine rote, hauptsächlich aus festen Zellbestandteilen bestehende 
Phase, dazwischen eine weiße Interphase und darüber eine klare, wässrige Phase in 
der sich auch die RNA befand. Diese RNA-haltige Phase wurde abpipettiert und in 
ein Eppendorfgefäß gegeben, ohne dabei jedoch andere Phasen mitzunehmen. Bei 
diesem Vorgang wurde genau auf die abpipettierte Menge geachtet, da 70%iger 
Ethanol im Verhältnis 1:1 hinzugegeben und vermischt werden musste. Zur weiteren 
Verarbeitung wurden jeweils maximal 700 l in eine Zentrifugationssäule gegeben 
und das Ganze in ein Eppendorfgefäß gesteckt und bei 10 000 rpm für 15 Sekunden 
zentrifugiert.  
 
Der Durchfluss, der durch die Zentrifugation entstanden war, wurde verworfen und 
der obere Zentrifugationsschritt bei Mengen über 700 l solange wiederholt bis kein 
Lysat mehr übrig war. Der weitere Ablauf erfolgte unter Zuhilfenahme des RNEasy-
Mini-Kit von Qiagen. Hierbei mussten zunächst 350 µl RW1-Buffer auf die 
Zentrifugationssäule pipettiert und das Ganze erneut für 20 Sekunden bei 10 000 
rpm zentrifugiert, der Durchfluss abermals verworfen und der Schritt mit dem RW1-
Buffer erneut wiederholt werden. 
 
Danach wurden 500 µl RPE-Buffer hinzugegeben und es erfolgte erneut eine 
Zentrifugation für 20 Sekunden bei 10000 rpm. Der Durchfluss wurde nochmals 
verworfen und der Schritt ein weiteres Mal wiederholt. Nach den repetitiven 
Zentrifugationsschritten wurde die Säule in ein neues Collection-Tube gestellt und 30 
µl Wasser auf die Säule pipettiert. Es folgte die Zentrifugation über eine Minute, 
sodass sich das Wasser zusammen mit der RNA nun im Reaktionsgefäß befand. 
Anschließend wurde die RNA umgehend auf Eis gekühlt.  
 
Die Reinheit und Konzentration der isolierten RNA wurde photometrisch bei 260 nm 
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2.8.3. Synthese von cDNA 
Zur Synthese der cDNA wurden 0,3 g RNA eingesetzt und mit dem QuantiTect Rev. 
Transcription Kit weiterverarbeitet. Dazu war es zunächst erforderlich das benötigte 
Volumen der RNA von x µl  bei bekannter Wunschmasse (0,3 g) anhand der 
photometrischen Werte im Dreisatz zu berechnen. Ziel war es ein RNA-Primer-
Gemisch mit einem Gesamtvolumen von 11,4 µl zu erreichen. Darin enthalten ist die 
erforderliche Menge von 2 µl Random-Primer, sodass die restlichen 9,4 µl durch ein 
Gemisch aus RNA und Wasser bestehen. Für die erforderliche Wassermenge wird 
einfach das oben ermittelte RNA-Volumen abgezogen (9,4 µl – x µl). 
 
 
Probe(RNA) x µl 
Random-Primer 2 µl 
H20 9,4µl – x µl 
Gesamtvolumen: 11,4 µl 
                                           Tab. 3 Protokoll zur cDNA-Synthese. Ermittelt werden muss der Wert x  
                                           für das einzusetzende RNA-Volumen. Dies geschieht im Dreisatz aus der  
                                           Zielmasse von 0,3 µg RNA und den photometrischen Werten. 
 
Das Ganze wurde in einem PCR-Tube gemischt und im Thermocycler inkubiert. 
Während der Inkubation wurde der sogenannte Master-Mix (siehe Tab. 4.) 
vorbereitet, der anschließend zu je 8,6 µl pro PCR-Tube hinzugegeben und abermals 
im Thermocycler inkubiert wurde. Die benötigte cDNA wurde direkt im Anschluss in 




Komponente Benötigte Menge pro Probe 
RT- Puffer 5x 









Gesamtvolumen 8.6 µl 
     Tab. 4    Bestandteile des Master-Mix 
 
 
2.7.4. Quantitative RT-PCR 
Die quantitative Auswertung erfolgte mittels Real-Time-PCR. Als House-Keeping 
Gen entschieden wir uns für GAPDH, da in vorherigen Versuchen im Labor für 
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Expression nicht reguliert wird und weitestgehend unabhängig von anderen Faktoren 
stattfindet. Das House-Keeping Gen erlaubt eine bessere Vergleichbarkeit einzelner 
Ergebnisse verschiedener Pellets untereinander, insbesondere dann, wenn 
verschiedene Mengen cDNA eingesetzt wurden. 
 
Zum Nachweis der Knorpelbildung wurden die Marker Kollagen II und Aggrekan 
verwendet. SOX-9 wurde als Marker gewählt um Hinweise auf die Induktion der 
enchondralen Ossifikation zu gewinnen. Zum Nachweis der terminalen Hypertrophie 
mit Kalzifikation der Knorpelmatrix kam Kollagen X als spezifischer Marker zum 
Einsatz.  
 
Die PCR wurde mit Hilfe des Lightcyclers 2.0 Karussell-System der Firma Roche 
durchgeführt, mit dessen Hilfe es möglich ist anzuzeigen wie viele PCR-Zyklen 
notwendig sind, um das zu untersuchende Protein in einer bestimmten Menge zu 
vervielfältigen. Diesen Punkt, an dem diese Menge erreicht ist, bezeichnet man als 
Crossing Point. Das Prinzip des Light-Cyclers beruht auf einer Absorptionsmessung 
des Materials, das durch SybrGreen, ein interkalierender Fluoreszenzfarbstoff, 
markiert wird. Dieser Farbstoff lagert sich in die doppelsträngige DNA ein und 
zeichnet sich durch eine Absorption von blauem Licht (Wellenlänge = 494 nm), sowie 
eine Emission von grünem Licht (Wellenlänge = 521 nm) aus [Zipper et al., 2004]. Da 
SybrGreen auch unspezifisch an Primerdimere oder andere DNA Nebenprodukte 
binden kann, wurde zusätzlich im Anschluss eine Schmelzkurvenanalyse 
durchgeführt. 
 
Der Ablauf der Light-Cycler Analyse sah zunächst eine Verdünnung von 1 µl cDNA 
mit 9 µl Wasser vor. Anschließend wurde eine 10 µl Mischung aus Primern und 
SybrGreen hinzugegeben und das Ganze in die speziellen PCR-Kapillaren pipettiert.  
Zur weiteren Analyse wurden diese Kapillaren in den Lightcycler gegeben und in 
Abhängigkeit des verwendeten Primers ein spezielles Programm am Computer 
gewählt, mit dem die Analyse gestartet wurde. Als Negativkontrolle wurde statt der 
cDNA 1 µl H2O verwendet. Während des gesamten Ablaufs wurde stets auf eine gute 
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Prozess Temperatur Temperaturanstieg Dauer Zyklen 
Denaturierung 95 ° C 20 ° C / Sek. 600 Sek. 1 
 
Amplifikation 
95 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek.  
45 65 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
72 ° C 20 ° C / Sek. 15 Sek. 
 
Schmelzkurvenanalyse 
95 ° C 20 ° C / Sek. 0 Sek.  
1 58 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
95 ° C 0,1 ° C / Sek. 0 Sek. 
Kühlung 40 ° C 20 ° C / Sek. 30 Sek. 1 





Prozess Temperatur Temperaturanstieg Dauer Zyklen 
Denaturierung 95 ° C 20 ° C / Sek. 600 Sek. 1 
 
Amplifikation 
95 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek.  
35 68 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
72 ° C 20 ° C / Sek. 15 Sek. 
 
Schmelzkurvenanalyse 
95 ° C 20 ° C / Sek. 0 Sek.  
1 58 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
95 ° C 0,1 ° C / Sek. 0 Sek. 
Kühlung 40 ° C 20 ° C / Sek. 30 Sek. 1 




Prozess Temperatur Temperaturanstieg Dauer Zyklen 
Denaturierung 95 ° C 20 ° C / Sek. 600 Sek. 1 
 
Amplifikation 
95 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek.  
40 65 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
72 ° C 20 ° C / Sek. 15 Sek. 
 
Schmelzkurvenanalyse 
95 ° C 20 ° C / Sek. 0 Sek.  
1 58 ° C 20 ° C / Sek. 10 Sek. 
95 ° C 0,1 ° C / Sek. 0 Sek. 
Kühlung 40 ° C 20 ° C / Sek. 30 Sek. 1 











Die Durchführung des Microarrays erfolgte durch Verwendung des NuGen – 
Applause WT-Amp ST Systems im Genzentrum der LMU München. Bei 
Durchführung der Microarray-Analyse wurden die Reagenzien bei -20° C gelagert. 
Die Einzelschritte sind im Folgenden detailliert beschrieben. 
 
2.8.5.2. Bestimmung der RNA Integrität im Bioanalyzer 
Die Durchführung eines Microarrays stellt hohe Ansprüche an die Reinheit der RNA 
dar, die höher liegt, als es für die Durchführung einer qt-PCR erforderlich ist. 
Nachdem die cDNA in RNA umgeschrieben wurde, mussten die Proben der 
einzelnen Versuchsgruppen im Bioanalyzer auf deren Reinheit untersucht werden. 
Die geeigneten Proben wurden durch das Genzentrum (Klinikum der LMU München) 
weiterverarbeitet. Die Proben, die in der Bioanalyzer-Untersuchung eine 




2.8.5.3. Erst-Strang cDNA-Synthese  
Der erste Schritt bestand darin, aus der vorhandenen RNA wieder den 
entsprechenden cDNA-Strang zu bilden. Hierfür wurde unter Verwendung des oben 
erwähnten NuGen – Applause Systems zunächst ein komplementärer DNA-First 
Strand gebildet. Zunächst wurden 5 l der RNA Probe in ein 0,2ml PCR Tube gefüllt 
und der A1 Strand Primer hinzugefügt. Nach dem Mischen und Zentrifugieren wurde 
das Gemisch im Thermocycler inkubiert. Danach wurde den Proben der Single-
Strand Mastermix hinzugefügt und es erfolgte eine erneute Inkubation im 
Thermocycler. 
 
Nach der Synthese des Erststranges folgte die Synthese des Zweitstranges. Hierzu 
wurde der Second-Strand Mastermix verwendet, der zu je 10 l in die Tubes der 
vorherigen Reaktion gegeben und anschließend zentrifugiert und inkubiert wurde. 
Danach wurde mit dem Enhancement-Mastermix das sog. Post-Second Strand 
Enhancement durchgeführt. 
Nach Bildung der beiden DNA-Stränge erfolgte die SPIA Amplifikation durch Zugabe 
von 8 l des SPIA Mastermixes und einer erneuten Phase im Thermocycler. Danach 
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eingefroren und über Nacht bei – 20° C gelagert wurden. Abb. 19. zeigt den Ablauf 
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2.8.5.4. Fragmentation und Labeling der cDNA 
Vor der Weiterverarbeitung wurden die cDNA-Proben mit Hilfe von Agencourt 
AMPure XP Beads, das sind beschichtete, magnetische Metallkügelchen, gereinigt. 
20 l der gereinigten cDNA wurden zunächst durch Zugabe von 5,6 l des 
Fragmentations-Mastermixes zerteilt und im Anschluss mit Biotin gelabeled. Am 
Ende dieses Schrittes wurde im Bioanalyzer kontrolliert, ob die Fragmentation 
erfolgreich durchgeführt wurde.  
 
2.8.5.5. Hybridisierung 
Zur Hybridisierung wurde zunächst der sogenannte Hybridisierungscocktail (siehe 
Tab. 8.) hergestellt und 112,5 l davon zu den Proben hinzugegeben. Dieses 
Gemisch wurde dann in den Array pippetiert und für 17 Stunden bei 45° C und 60 
rpm im Hybridisierungsofen inkubiert. 
 
Komponente Menge pro Array 
Fragmentierte und markierte DNA 
Kontroll-Oligonukleotid B2 
2x Hybridisierungs Mix 
DMSO 
Nuklease freies Wasser  
20x Hybridisierungs-Kontrollen  







Gesamtvolumen 150 µl 
     Tab. 8 Zusammensetzung des Hybridisierungscocktails der Microarrayanalyse 
 
2.8.5.6. Waschen und Färben der Fragmente 
Dieser Schritt erfolgte nach der Inkubation in der Fluidics Station. Dazu wurden die 
Proben mit Waschpuffern und Färbungscocktails bearbeitet. Über die genauen 
Farbstoffe macht der Hersteller keine exakten Angaben. 
 
2.8.5.7. Auswertung des Microarrays 
Die Auswertung der Microarray erfolgte im Array-Scanner. Die Darstellung der 
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2.9. Statistische Auswertung 
Grundlage für die statistische Auswertung waren die in Excel gebildeten Mittelwerte 
der einzelnen Versuche, die auf 2 Nachkommastellen gerundet wurden. Bei dem 
Housekeeping Gen wurden hierzu pro Versuch und Gruppe 2 Werte gemittelt, bei 
den anderen Genen zum Differenzierungsnachweis je 3 Werte. Aus dem Mittelwert 
des zu untersuchenden Gens und dem Housekeeping Gens wurde dann ein Quotient 
gebildet. Die Standardabweichungen wurden ebenfalls in Excel ermittelt.  
Die Berechnung des Signifikanzniveaus durch den Mann-Whitney Test erfolgte über 










3.1.1. Versuche mit Chondrozyten 
Da die Verwendung eines Bioreaktors in dieser Form und in diesem Setting noch nicht 
erprobt war, musste dieses Verfahren im Rahmen meiner Doktorarbeit etabliert werden. 
Wichtig war es im Rahmen der Vorversuche einige bedeutsame Fragen für die späteren 
Hauptversuche experimentell zu beantworten:  
 
a) Ist es möglich mehrere Pellets gleichzeitig im Bioreaktor zu kultivieren und wenn 
ja, wie viele Pellets sind möglich? 
 
b) Bei welcher  Umdrehungsgeschwindigkeit befinden sich die Pellets in einem 
Schwebezustand? 
 
c) Wie muss die Kühltemperatur der Magnetspulenkühlung eingestellt werden,  
um eine möglichst konstante Temperatur von etwa 37° C zu gewährleisten? 
 
d) Wie kann der  Mediumwechsel im Bioreaktor am effektivsten durchgeführt werden, 
sodass unnötige Manipulationen am Pellet ausbleiben und das Einbringen von 
Luftblasen in das Medium vermieden wird? 
 
Die genannten Punkte wurden anhand der ersten Vorversuche mit Chondrozyten 




3.1.1.1. Anzahl und Größe der Pellets im Bioreaktor 
Da die maximale Anzahl der sich gleichzeitig im Bioreaktor befindlicher Pellets einer der 
wichtigsten limitierenden Faktoren ist war es wichtig zu überprüfen, ob es möglich ist 
mehrere Pellets gleichzeitig in einem Versuch im Bioreaktor laufen zu lassen.  Bei den 
Vorversuchen zeigte sich dies jedoch als nicht praktikabel, da es zu starken 
Verformungen der Pellets kam, wie in Abb. 20. zu sehen, und somit augenscheinlich 






Ergebnisse nach sich ziehen könnte. Daher entschlossen wir uns, die Anzahl auf ein 
Pellet im Bioreaktor zu beschränken. 
 
 
                  
Abb. 20.  Histologischer Vergleich von zwei Chondrozyten-Pellets(je 250 000 Zellen) im Mehrfach- und Einzelversuch in  
einer Safranin-O-Fastgreen Färbung 
      a) Pellet aus dem Bioreaktor(verformt) aus einem  Lauf (1 Woche) mit mehreren Pellets gleichzeitig  
      b) Pellet aus dem Bioreaktor  (nicht verformt) aus  einem Lauf (1 Woche) im Einzelversuch 
     
 
Da wir somit nur 1 Pellet pro Versuch im Bioreaktor laufen lassen konnten, mussten wir 
die Zellzahl von den geplanten 250 000 Zellen pro Pellet auf 400 000 Zellen erhöhen, um 
ausreichend Material für die molekularbiologische Auswertung zu haben. Da eine 
vergrößertes Pellet jedoch auch eine größere Strecke vom Pelletmittelpunkt nach außen 
zum Medium nach sich zieht und somit eine Minderversorgung des Pelletkerns 
verursachen könnte, mussten wir diesen Punkt untersuchen. Eine befürchtete 
Zellnekrose im Pellet-Zentrum zeigte sich in den Vorversuchen mit erhöhter Zellzahl 




3.1.1.2 Einstellen der Drehgeschwindigkeit  
Da der Einsatz des Mikrogravitationsbioreaktors eine im Labor noch nicht etablierte 
Methode war, war es erforderlich zu ermitteln welche Auswirkungen  Änderungen der 
Umdrehungsgeschwindigkeit auf den Schwebezustand der Pellets haben. 
Dazu wurden mehrere Chondrozyten-Pellets nacheinander für einige Tage in den 
Bioreaktor gegeben und regelmäßig kontrolliert welche Umdrehungsgeschwindigkeit am 
besten geeignet ist, um die Pellets frei im Bioreaktorgefäß schweben zu lassen. Dies war 
bei etwa 4 Umdrehungen pro Minute der Fall und lieferte Rückschlüsse für die 








3.1.1.3 Einstellen der Temperatur 
Vor Beginn der Versuche war es erforderlich die Kühlung der Magnetspulen 
entsprechend einzustellen, sodass es zum einen nicht zu einer zu starken Erwärmung 
bei Erzeugung des Magnetfeldes kommt, aber  zum anderen auch nicht zu einer zu 
starken Kühlung des Systems in den Phasen, in denen kein Magnetfeld erzeugt wird. 
Die Ermittlung der optimalen Temperatur erfolgte in repetitiven Leerläufen ohne Zellen. 
Dabei stellte sich ein Wert von 36,7° C für die Spulenkühlung und eine Temperaturwert 
von 37,0° C für den Inkubator als geeignet heraus, da es unter diesen Einstellungen zu 
konstanten Werten um 37,0° C (± 0,25° C) mit den geringsten Schwankungen kam. 
 
 
3.1.1.4 Durchführung des Mediumwechsels 
Eine besondere Herausforderung war es den Mediumwechsel unter sterilen 
Bedingungen durchzuführen und dabei darauf zu achten, dass hierbei keine Luftblasen in 
das System gelangten, da diese den wichtigen laminaren Fluss hätten stören können. 
 
Hierbei erwies es sich am günstigsten zunächst beide seitlichen Ventile zu öffnen und 
dann das Medium langsam auf einer Seite mit einer 5 ml Pipettenspitze abzusaugen. Die 
Befüllung erfolgte ebenfalls mit einer 5 ml Pipettenspitze. Wichtig war es das 
Bioreaktorgefäß schräg zu halten mit einer Öffnung oben und einer unten, wobei die 
Befüllung durch die untere stattfand, damit die Luft nach oben entweichen konnte. Durch 
leichtes Klopfen konnten dabei auch feine Luftbläschen gelöst werden. Nach dem 




3.1.1.5 Ergebnisse aus den Vorversuchen 
Nachdem wir die  Bedingungen für die Hauptversuche festgelegt hatten, wurde ein letzter 
Vorversuch mit Chondrozyten durchgeführt, um die experimentell ermittelten Parameter 
zu verifizieren. Als Marker für die Chondrogenität haben wir hier Aggrekan verwendet 
und die Werte einer Negativkontrolle mit magnetfeldstimulierten Chondrozyten mit oder 
ohne Bioreaktor verglichen.  Die Kontrollgruppe wurde dabei auf den Wert 1,0 genormt 









Messung1 Messung 2 Mittelwert SD 
Pat. 25  
Ø Stimulation 21,440 19,100 20,27 1,655 
Pat. 25  
EMF, Ø Bio 21,230 20,140 20,685 0,771 
Pat. 25  
EMF, Bio 19,730 19,750 19,74 0,014 




Messung1 Messung 2 Mittelwert SD 1/GAPDH-Qu. 
Ø Stimulation 18,820 18,860 18,84 0,028 1,000 
EMF, Ø Bio 19,790 19,820 19,805 0,021 1,145 
EMF, Bio 18,170 18,130 18,15 0,028 1,071 
Tab. 10  PCR-Ergebnisse der Vorversuche für Aggrekan, sowie der Aggrekan/GAPDH-Quotient, bei dem die Kontrollgruppe  
ohne Stimulation auf den Wert 1 gemittelt wurde 
 
 
Abb. 21 mRNA Expression von Aggrekan im Verhältnis zu GAPDH in Chondrozyten, die unter dem Einfluss elektromagnetischer 
Felder außerhalb eines Bioreaktors (mit EMF, ohne Bioreaktor) oder unter dem Einfluss  elektromagnetischer Felder innerhalb eines 
Bioreaktors (mit EMF, mit Bioreaktor) kultiviert wurden. Beides wurde jeweils normalisiert auf die unstimulierte Kontrollgruppe (ohne 
























3.2.1. Differenzierungspotential der HMSCs 
Das Differenzierungspotential wurde nicht gesondert getestet, da die Zellen des 
verwendeten Spenders bereits bekannt waren und die Differenzierung in die 
verschiedenen Zellreihen bereits zuvor nachgewiesen wurde [Mayer-Wagner et al., 2010;  
Mayer-Wagner et al., 2011]. Darüber hinaus garantiert die Firma Lonza, dass die 
Stammzellen in der Lage sind sich in die verschiedenen Zelllinien zu differenzieren 
(siehe  Abb. 4.) und weist diese auch im Certificate of Analysis nach.  
 
 
3.2.2. Übersicht der Gruppen und Versuche 
 
 
 TGF EMF Bio 
Gruppe 1 - - - 
Gruppe 2 - + - 
Gruppe 3 + - - 
Gruppe 4 + + - 
Gruppe 5 + + + 
Gruppe 6 + -      + 
                                   Tab. 11  Übersicht über die gewählten Parameter entsprechend ihrer Gruppe 
 
 
3.2.3. Histologischer Auswertung 
3.2.3.1. Übersicht der Färbungen und Pellets 
In diesem Abschnitt werden Pellets der verschiedenen Gruppen entsprechend der 
jeweiligen Färbung in einem Ausschnitt der 10-fachen Vergrößerung (siehe Abb. 3.3.) 
gegenübergestellt. Was hierbei prima vista auffällt ist die fehlende Anfärbbarkeit der 
Pellets der Gruppen 1-2, die  ohne TGF-Stimulation scheinbar keine chondrogene Matrix 
bilden. Die Pellets der anderen vier Gruppen, die eine positive Anfärbung zeigten, 
wurden zusätzlich in einer 20-fachen Vergrößerung näher betrachtet und sind in den 

















































3.2.3.2. Safranin-O-Fast-Green Färbung 
Die Safranin-O-Fast-Green Färbung zeigte in den Negativkontrollen der Gruppen 1 und 2 
bei Abwesenheit des Wachstumsfaktors TGF-ß keinerlei proteoglykanspezifische 
Anfärbung. Die anderen Gruppen sind entsprechend ihrer Stimulation mit Magnetfeld 
bzw. Bioreaktor in Abb. 23. dargestellt. Man sieht in der nur mit TGF-ß stimulierten 
Gruppe eine kräftige Anfärbung und eine dichte Struktur des Gewebes. Bei zusätzlicher 
Stimulation im Bioreaktor (Gruppe 6) zeigt sich hingegen nur ein dezenter 
Proteoglykangehalt. In Gruppe 4, die neben der TGF-ß Stimulation noch im EMF befeldet 
wurde, zeigt sich auch eine kräftige Anfärbung einer dichten proteoglykanhaltigen 
Binnenstruktur. Die Gruppe 5, die sowohl im Bioreaktor als auch im EMF stimuliert wurde 
präsentiert sich ebenfalls durch einen deutlichen Proteoglykangehalt, allerdings fällt in 








   Abb. 23. Histologischer Vergleich der Safranin-O-Fast-Green-Färbung in einem Ausschnitt der 20-fachen Vergrößerung (G3-G6:  














3.2.3.3. Alzianblau Färbung 
Auch in der Alzianblau Färbung zeigte sich in den Negativkontrollen der Gruppen 1 und 
2, wie zu erwarten war, keinerlei proteoglykanspezifische Anfärbung. Die anderen 
Gruppen sind entsprechend ihrer Stimulation mit Magnetfeld bzw. Bioreaktor in Abb. 24. 
dargestellt. In dieser Färbung sieht man eine vergleichbare Färbung der Gruppen 3-5, 
die sich durch eine intensive Blaufärbung und einer ähnlichen Binnenstruktur des 
Gewebes darstellen. In Gruppe 6 wirkt die Gewebestruktur etwas kompakter, allerdings 
ist die Blaufärbung nicht so homogen wie in den anderen drei Gruppen und weist auf 











    Abb. 24. Histologischer Vergleich der Alzianblau-Färbung in einem Ausschnitt der 20-fachen Vergrößerung (G3-G6:  


















3.2.3.4. Toluidinblau Färbung 
Auch in der  Toluidinblau Färbung war, wie in den anderen Färbungen zuvor, keine 
proteoglykanspezifische Anfärbung in den Negativkontrollen der Gruppen 1 und 2 
sichtbar. Die anderen Gruppen sind entsprechend ihrer Stimulation mit Magnetfeld bzw. 
Bioreaktor in Abb. 25. dargestellt. Auch in dieser Färbung zeigt sich eine homogene 
Färbung der Gruppen 3-5, was für einen hohen und gleichmäßigen Proteoglykangehalt 
spricht. Dagegen zeigt sich in Gruppe 6 abermals eine ungleichmäßige Anfärbung mit 
geringerer Intensität, was auf den bereits zuvor beschriebenen geringen Gehalt an 








    Abb. 25. Histologischer Vergleich der Toluidinblau-Färbung in einem Ausschnitt der 20-fachen Vergrößerung (G3-G6:  



















3.2.3.5. Kollagen-II Färbung 
In der kollagen-II-spezifischen immunhistologischen Färbung zeigte sich in den 
Negativkontrollen der Gruppen 1 und 2, wie aus der Übersichtsgrafik Abb. 22 hervorgeht, 
keine Anfärbung. Daher sind Ausschnitte der Pellets der anderen Versuchsgruppen  
entsprechend ihrer Stimulation mit Magnetfeld bzw. Bioreaktor in Abb. 26. dargestellt. 
Die kräftigste Anfärbung zeigt sich dabei bei Gruppe 3 und 4 bei ähnlicher 
Binnenstruktur. Die Pellets, die im Bioreaktor stimuliert wurden zeigen eine geringere 
Farbintensität, wobei sich das Pellet aus Gruppe ohne EMF-Stimulation weitaus 











    Abb. 26. Histologischer Vergleich der Kollagen II Färbung in einem Ausschnitt der 20-fachen Vergrößerung (G3-G6:  

















3.2.4. Auswertung der qt-RT-PCR 
3.2.4.1. Kontrollgruppe (Ø TGF, Ø EMF, Ø SMG) 
Die Pellets aus Gruppe 1 wurden weder mit TGF, Magnetfeld noch dem Bioreaktor 
stimuliert und stellen somit eine Negativkontrollgruppe dar. 
 
 
Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 23,01 1,50 - - 
Kollagen II   34,15 1,27 0,67 0,05 
Aggrekan  35,00 0,00 0,66 0,04 
Kollagen X  35,00 0,00 0,66 0,04 
SOX9 27,54 1,64 0,84 0,03 




3.2.4.2. Kontrollgruppe mit EMF (Ø TGF, mit EMF, Ø SMG) 
Die Pellets aus Gruppe 2 wurden nur durch ein Magnetfeld stimuliert. Eine Stimulation 




Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 22,43 2,27 - - 
Kollagen II  34,03 1,34 0,66 0,09 
Aggrekan  35,00 0,00 0,64 0,06 
Kollagen X  34,37 0,87 0,65 0,07 
SOX9 26,65 2,16 0,85 0,12 




3.2.4.3. Kontrollgruppe mit TGF (mit TGF, Ø EMF, Ø SMG) 
Die Pellets aus dieser Gruppe wurden ausschließlich mit TGF stimuliert und stellen somit 
eine Kontrollgruppe für die Stimulation mit den anderen Faktoren dar. Diese Gruppe ist 
für den Vergleich der Auswirkung des Magnetfeldes, des Bioreaktors bzw. der 











Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 21,36 2,63 - - 
Kollagen II 20,15 2,16 1,06 0,08 
Aggrekan 25,29 2,81 0,85 0,09 
Kollagen X 21,76 2,53 0,98 0,05 
SOX9 25,48 2,02 0,84 0,04 
         Tab. 14      PCR-Ergebnisse der Hauptversuche für Gruppe 3 
 
 
3.2.4.4. EMF-Gruppe (mit TGF, mit EMF, Ø SMG) 
Diese Pellets wurden mit TGF und im elektromagnetischen Feld stimuliert und können 
somit Aufschlüsse auf die Auswirkung des Magnetfeldes auf die Zellen geben. 
 
 
Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 20,00 1,07 - - 
Kollagen II 19,05 1,19 1,05 0,07 
Aggrekan 25,35 1,14 0,79 0,03 
Kollagen X 21,20 1,78 0,95 0,07 
SOX9 24,75 1,21 0,81 0,03 
         Tab. 15      PCR-Ergebnisse der Hauptversuche für Gruppe 4 
 
 
3.2.4.5. EMF- und SMG-Gruppe (mit TGF, mit EMF, mit SMG) 
Die Pellets aus Gruppe 5 wurden sowohl mit TGF als auch im Magnetfeld und im 
Bioreaktor stimuliert und zeigen somit die Auswirkung einer parallelen Stimulation der 
Pellets mit beiden Stimuli. 
 
 
Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 20,86 1,42 - - 
Kollagen II 22,92 1,93 0,91 0,07 
Aggrekan 26,51 1,24 0,77 0,03 
Kollagen X 22,35 3,58 0,94 0,09 
SOX9 25,18 0,77 0,83 0,05 













3.2.4.6. SMG-Gruppe ( mit TGF, Ø EMF, mit SMG) 
Diese Pellets wurden mit TGF und im Bioreaktor stimuliert. Eine Magnetfeldstimulation 
wurde nicht durchgeführt und somit zeigen sie die Wirkung der simulierten 
Mikrogravitation auf die Stammzellen. 
 
Gen CP MW CP SD GAPDH-Qu. GAPDH-Qu. SD 
GAPDH 20,67 1,15 - - 
Kollagen II 28,17 3,43 0,74 0,15 
Aggrekan 28,77 4,69 0,73 0,11 
Kollagen X 23,06 2,81 0,91 0,09 
SOX9 25,52 2,42 0,82 0,05 




3.2.5. qt-PCR-Ergebnisse im Diagramm 
Im Folgenden werden nun die Gruppen hinsichtlich ihrer Expression der Gene 
vergleichend gegenübergestellt. Da die Gruppen 1 und 2 als Negativkontrollen mitliefen 
und weder Kollagen II, Kollagen X noch Aggrekan gebildet haben, sind sie in den 
folgenden Diagrammen nicht mit abgebildet. Bei den abgebildeten Ergebnissen handelt 
es sich um den Quotienten aus dem entsprechenden Gen und GAPDH, das als sog. 
Housekeeping Gen fungierte. Die signifikanten Balken wurden durch ein * markiert und 








3.2.5.1. Kollagen II Expression 
Die Expression von Kollagen II zeigt für die beiden Gruppen, die nicht im Bioreaktor 
stimuliert worden sind keine signifikanten Unterschiede. Dahingegen sind die Werte für 
die Gruppen, die unter Mikrogravitation stimuliert und jenen die in normalen 
Gravitationsbedingungen kultiviert wurden signifikant erniedrigt. Auffällig ist hierbei 
jedoch, dass die zusätzliche EMF Stimulation zu einer signifikanten Erhöhung der 







Abb. 27.   Die mRNA Expression von Kollagen Typ II in hMSCs unter dem Einfluss elektromagnetischer Felder  
 (mit EMF) (5 mT, sinusförmig)  oder im Kontrollsystem (ohne EMF), jeweils nach 21 Tagen chondrogener  


















3.2.5.2. Aggrekan Expression 
Die Aggrekan-Werte präsentieren sich als Marker für die chondrogene Differenzierung 
ähnlich wie Kollagen II, jedoch sind die Unterschiede geringer ausgeprägt und einzig die 
Pellets aus dem Bioreaktor, die nicht befeldet wurden zeigen signifikante reduzierte 
Expressionslevel im Vergleich zu den beiden Gruppen, die nicht im Bioreaktor stimuliert 











 Abb. 28.  Die mRNA Expression von Aggrekan in hMSCs unter dem Einfluss elektromagnetischer Felder 
 (mit EMF) (5 mT, sinusförmig)  oder im Kontrollsystem (ohne EMF), jeweils nach 21 Tagen chondrogener  


















3.2.5.3. Kollagen X Expression 
Die Expression von Kollagen X als Indikator für die Zellhypertrophie zeigt  abermals eine 
geringe Reduktion durch die Einwirkung des Bioreaktors, wobei die Reduktion durch 










Abb. 29.  Die mRNA Expression von Kollagen Typ X in hMSCs unter dem Einfluss elektromagnetischer Felder 
(mit EMF) (5 mT, sinusförmig)  oder im Kontrollsystem (ohne EMF), jeweils nach 21 Tagen chondrogener  










3.2.5.4. SOX-9 Expression 
Hinsichtlich der Expression von SOX-9 zeigen sich keine signifikanten Unterschiede 
durch die Stimulation im Bioreaktor. Allerdings kam es durch die Befeldung im 
Magnetfeld bei den Pellets die unter normalen Gravitationsbedingungen kultiviert 














  Abb. 30. Die mRNA Expression von SOX-9 in hMSCs unter dem Einfluss elektromagnetischer Felder  
  (mit EMF) (5 mT, sinusförmig)  oder im Kontrollsystem (ohne EMF), jeweils nach 21 Tagen chondrogener  









3.2.5.5. Kollagen II / Kollagen X  
Zur Beurteilung der Expression von Kollagen II im Verhältnis zu der von  Kollagen X 
wurde ein entsprechender Quotient gebildet, mit dessen Hilfe sich die chondrogene 
Differenzierung im Verhältnis zur osteogenen abschätzen lässt. 
 
 Kollagen II Kollagen X Quotient SD 
Gruppe 3 1,06 0,98 1,08 0,08 
Gruppe 4 1,05 0,95 1,12 0,15 
Gruppe 5 0,91 0,94 0,98 0,17 
Gruppe 6 0,74 0,90 0,83 0,20 
         Tab. 18 PCR-Ergebnisse der Hauptversuche für Gruppe 1 
 
Durch die Stimulation im Bioreaktor kommt es zu einem reduzierten Quotienten, der ohne 
EMF Stimulation signifikant ist. Auffällig ist hierbei, dass sowohl bei den Pellets mit als 
auch bei denen ohne Bioreaktorstimulation, der Quotient durch die Befeldung gesteigert 
werden konnte. 
 
 Abb. 31. Die mRNA Expression von Kollagen Typ II / Kollagen Typ X in hMSCs unter dem  Einfluss elektromagnetischer 
 Felder (mit EMF) (5 mT, sinusförmig)  oder im Kontrollsystem (ohne EMF), jeweils nach 21 Tagen chondrogener Differenzierung  









3.2.6. Bioanalyzer und Microarray 
3.2.6.1. Bioanalyzer 
Die Analyse im Bionalyzer ermöglicht es die Integrität der RNA zu ermitteln. Dies 
geschieht durch die Bildung des RIN-Wertes (RNA Integrity Number), der einen Wert 
zwischen 1 und 10 einnehmen kann, wobei der Wert 10 für eine vollständig intakte und 1 
für eine entsprechend abgebaute und somit nicht mehr verwertbare RNA steht. Die RIN-
Werte sollten für eine weitere Untersuchung im Microarray möglichst hoch sein und es 
sollten sich 2 typische Peaks im Bereich der rechten Diagrammhälfte zeigen. In den 
Bioanalyzer-Untersuchungen zeigte sich, dass die RNA-Integrität nur in den  jeweils 3 
Proben der Gruppe 3 (nur TGF) und Gruppe 4 (TGF und EMF) den Anforderungen für 
eine Microarray-Genexpressionsuntersuchung entsprach. Folglich war es durch die 
Microarray-Untersuchung möglich den in der PCR nicht nachweisbaren Effekt des EMF 
bei fehlender Mikrogravitation auf genetischer Ebene näher zu beleuchten. Auf Grund 
der ungenügenden RIN-Werte der anderen beiden Gruppen war eine Untersuchung des 
EMF-Effektes unter simulierter Mikrogravitation im Microarray leider nicht möglich. In 








Abb. 32  Sichtbar sind die 4 Gruppen die im Bioanalyzer untersucht wurden. Bei Gruppe 3 und 4 zeigen sich RIN-Werte  
knapp unter 9 und 2 deutliche Peaks im rechten Abschnitt. In Gruppe 5 und 6 war der RIN-Wert sehr niedrig bzw. nicht nachweisbar 














Die Auswertung wurde mit Hilfe des GeneChip-Scanners und der ArrayQualityMetrics-
Software durchgeführt und eine Heatmap angelegt. Anhand dieser Heatmap zeigten sich 
kaum Unterschiede zwischen den Proben der Gruppe 3 und Gruppe 4, sodass sich die in 
der PCR beobachtete Ähnlichkeit beider Gruppen bestätigte. Leider konnte der Effekt 








Abb. 33 Heatmap der Microarray-Untersuchung. Zu sehen sind die je 3 Pellets der Gruppe 3 und 4 (G3, G4). Auffällig ist das 
Baumdiagramm auf der rechten Seite, das die Ähnlichkeit der Präparate zueinander zeigt und dabei finden sich sogar größere 




3.3. Zusammenfassung der Ergebnisse 
Betrachtet man die Ergebnisse der PCR Untersuchungen, so zeigt sich, dass die 
Kollagen Typ II und Kollagen Typ X Synthese in den Gruppen ohne simulierte 
Mikrogravitation größer ist. Wobei das Magnetfeld in den SMG-Gruppen zu einer 
erneuten Zunahme der Kollagen-Werte führt. 
 
Dahingegen sind die Werte des Markers SOX-9 relativ ausgeglichen und weisen keine 
großen Unterschiede auf. 
 
Bei Betrachtung des Aggrekanwertes zeigt sich ein ähnliches Bild wie bei den beiden 


















zusätzliche EMF-Stimulation in Mikrogravitation kann diesen scheinbar inhibierenden 
Effekt wieder etwas anheben.  
 
 Kollagen II Kollagen X SOX-9 Aggrekan 
Gruppe 3 
(EMF - ,SMG -) 
1,06 0,98 0,84 0,83 
Gruppe 4 
(EMF +, SMG -) 
1,05 0,95 0,81 0,79 
Gruppe 5 
(EMF +, SMG +) 
0,91 0,94 0,83 0,77 
Gruppe 6 
(EMF -, SMG +) 
0,74 0,90 0,82 0,73 




Die  Beobachtungen der PCR-Analyse zeigen sich auch in den histologischen 
Untersuchungen. So ist die proteoglykanspezifische Anfärbung ebenso wie die 
immunhistochemische Kollagen Typ-II-Färbung am stärksten in den Gruppen, die 
keiner Form der Schwerelosigkeit ausgesetzt waren. Wobei die zusätzliche 
Magnetfeldstimulation scheinbar zur vermehrten Synthese von Proteoglykanen und 
Kollagen Typ II führt. 
Da das Magnetfeld bei der Gruppe ohne SMG keine wirklich relevanten Unterschiede 
erzeugte, während es in den Mikrogravitationsgruppen  durchaus signifikante 
Auswirkungen durch das Magnetfeld gab wollten wir dies genauer untersuchen und 
führten eine Microarray-Untersuchung durch. Diese konnte zeigen, dass es zwischen 








4. Diskussion  
 
4.1. Zellkultur 
4.1.1. Einsatz von Stammzellen und Wachstumsfaktoren 
Knorpelläsionen sind eine häufig auftretende Gelenkschädigung, die heutzutage 
durch Methoden der regenerativen Medizin, meist durch Mikrofrakturierung oder bei 
größeren Defekten durch den autologen Transfer  von Chondrozyten behandelt wird 
[Brittberg et al., 1994; Rudert et al., 1998; Vogt et al., 2007]. Dabei werden die Zellen 
aus einem nicht artikulierenden Gelenkbereich entnommen und kultiviert. Jedoch 
führt dies zum Verlust der Chondrogenität der Zellen [Martinek et al., 2003]. Aus 
diesem Grund wird seit geraumer Zeit versucht, stattdessen humane mesenchymale 
Stammzellen zu verwenden, die wie bereits beschrieben ebenfalls chondrogenes 
Potential besitzen [Pittenger et al., 1999; Caplan et al., 2007]. Hierfür ist jedoch der 
Einsatz von Wachstumsfaktoren notwendig, damit die Differenzierung in die 
gewünschte Zelllinie gesteuert werden kann. Daher wurden auch diese Versuche mit 
Stammzellen durchgeführt und die Stammzellen je nach Versuchsgruppe mit FGF-2 
und TGF-β3 stimuliert, da gezeigt werden konnte, dass die Stimulation mit FGF-2 
das chondrogene Potential steigert und TGF-ß3 eine wichtige Rolle im Bereich der 
Chondrogenese spielt [Solchaga et al., 2005; Joyce et al., 1990; Thorp et al.,1992]. 
In den eigenen Versuchen konnte die Bedeutsamkeit des TGF-ß3 bestätigt werden, 
da nur in den Versuchsgruppen mit Stimulation ein signifikanter Nachweis von 
Kollagen II erfolgen konnte. Hinsichtlich der Wirksamkeit von FGF-2 kann in dieser 
Arbeit keine Aussage getroffen werden, da hierfür keine Kontrollgruppe ohne FGF-2 
Stimulation vorgesehen war. 
 
 
4.2. Effekte durch die Magnetfeldstimulation  
Magnetfelder  sind in der Forschung schon lange bekannt. Erstmals wurden sie 1865 
durch den schottischen Physiker James Clerk Maxwell beschrieben [Maxwell et al., 
1865]. Während man in Europa und der damaligen Sowjetunion weiter mit 
Magnetfeldern, vor allem im medizinischen Bereich forschte, wurde die Arbeit mit 
elektromagnetischen Feldern in den Vereinigten Staaten als unlautere Wissenschaft 
bezeichnet und im Jahre 1910 folgte dort die vollständige Streichung aus dem 
medizinischen Curriculum. Dadurch gerieten die Magnetfelder zunächst in 
Vergessenheit und finden sich erst in Arbeiten der späten 60er bis frühen 70er Jahre 
wieder, in denen über eine verbesserte Frakturheilung oder die Behandlung von 






Forscher, die Magnetfelder über lange Zeit auch bei ihren Sportlern mit Erfolg 
einsetzten und eine deutlich gesteigerte Reaktionsfähigkeit beschrieben [Gordon et 
al., 2007; Bassett et al., 1989; Wahlström et al., 1984]. 
 
4.2.1. Wirkmechanismus der Magnetfelder 
Auch wenn die Magnetfelder schon seit dem 19. Jahrhundert bekannt waren, konnte 
man lange Zeit den Wirkmechanismus auf Zellen und die beschriebenen Effekte 
nicht erklären. Einen Ansatzpunkt lieferte der erstmals von den Geschwistern Jaques 
und Pierre Curie beschriebene piezoelektrische Effekt [Kleber et al., 2010], der 
später erstmals am Knochen durch die Arbeitsgruppe des japanisches Forschers 
Fukada nachgewiesen werden konnte [Fukada et al., 1957]. Der piezoelektrische 
Effekt stellt einen Zusammenhang zwischen der Form eines Festkörpers und seiner 
elektromagnetischer Ladung her. Hierbei kann ein direkter und indirekter Effekt 
unterschieden werden. So führt die Deformierung eines festen Körpers zu einer 
Ladungsveränderung (direkter piezoelektrischer Effekt) bzw. eine 
Ladungsveränderung zu einer Deformierung eines festen Körpers (indirekter 
piezoelektrischer Effekt). Dieser Effekt ist für die Natur und somit auch für den 
menschlichen Organismus von großer Bedeutung, da dies eine Möglichkeit ist 
physische Kräfte in elektromagnetische Informationen zu translatieren und 
umgekehrt.  
 
Versuche in den späten 80er und frühen 90er Jahren durch den sowjetischen 
Forscher Lednev gaben Aufschluss über mögliche zelluläre und molekulare 
Grundlagen der EMF Wirkung. So stellte Lednev fest, dass Magnetfelder die 
Eigenschaften von Magnesium, Kalium und insbesondere von Kalzium und deren 
Bindungsproteinen beeinflussen können [Lednev et al., 1991]. Lednev erklärt dies 
durch das Phänomen der Eigenfrequenz. Damit wird die Umlaufzeit für Teilchen, in 
der Regel Elektronen, um das entsprechende Atom bezeichnet. Versuche zeigen, 
dass bei einer Frequenz von 15.3-16.3 Hz der Fluss von Kalzium-Ionen in 
Knochenzellen am Größten ist [Fitzsimmons et al., 1994]. Diese Frequenz entspricht 
in etwa der Eigenfrequenz (auch Zyklotronfrequenz genannt) von freien Calcium-
Ionen, die bei etwa 16 Hz liegt [Sandweiss et al., 1990]. Dies führt zur Beeinflussung 
der Bindungsfähigkeit von Calcium-bindenden Proteinen mit Calcium, und zwar 
insbesondere von Calcium-Calmodulin abhängigen Kinasen und der Proteinkinase, 
wodurch es zu einer verstärkten Calcium-Wirkung in den Zellen kommt und Calcium-
abhängige Signalkaskaden verstärkt ablaufen [Hendee et al., 1996]. Diese 
Signalkaskaden scheinen eine induktive Funktion im Rahmen der Chondrogenese zu 







4.2.2. Einfluss auf die Chondrogenität auf molekularbiologischer Ebene 
In dieser Arbeit wurden humane mesenchymale Stammzellen in einem extrem-
niederfrequenten Magnetfeld mit dem Ziel die chondrogene Differenzierung positiv zu 
beeinflussen stimuliert. Dieser positive Effekt wurde in mehreren Studien 
beschrieben, wobei es auch Studien gibt, die diesen Effekt nicht darstellen konnten.  
 
So zeigte sich bei Versuchen mit einem  speziellen Ossifikationsmodel am 
Rattenknochen mit demineralisierter Knochenmatrix eine gesteigerte Synthese der 
kartilanginären Marker Kollagen Typ II und Aggrekan im Vergleich zur nicht 
stimulierten Kontrollgruppe. Diese Beobachtungen konnten auch in zwei voneinander 
unabhängigen Studien an humanen Chondrozyten gezeigt werden, die unter der 
Stimulation in einem extrem-niederfrequenten Magnetfeld eine erhöhte Expression 
des Markers Kollagen Typ II aufwiesen [Pezzetti et al., 1999; Indouraine et al.,  
2001]. Während wir im Rahmen unserer Vorversuche mit Chondrozyten noch einen 
positiven Effekt auf die Aggrekansynthese durch das Magnetfeld feststellen konnten, 
zeigten sich in den Hauptversuchen mit  Stammzellen aus Passage 5 keine 
signifikanten Unterschiede durch alleinige Stimulation im elektromagnetischen Feld. 
Dies bestätigt die Ergebnisse früherer Arbeiten, die zu dem gleichen Resultat kamen 
[Mayer-Wagner et al., 2011].  
 
Auch andere Forschungsgruppen konnten bei ihren Versuchen keine Auswirkungen 
auf die Chondrogenese feststellen. So konnte die Arbeitsgruppe von Prof. Dr. 
Schmidt-Rohlfing an gesunden Chondrozyten, die bei Arthrosepatienten entnommen 
wurden keinen positiven Effekt durch Magnetfelder feststellen, auch bei Verwendung 
verschiedener Magnetfeldformen [Schmidt-Rohlfing et al., 2008]. Dabei erachtet er 
es jedoch auch als möglich, dass die Tatsache, dass bei den Versuchen gesundes 
Knorpelgewebe untersucht wurde, eine wesentliche Rolle spielt und verweist auf eine 
Arbeit von Bobacz, die 2006 bei Versuchen mit Knorpelzellen vom Kalb bzw. Rind 
feststellten, dass der EMF-Effekt altersabhängig ist. So konnte gezeigt werden, dass 
der Inhibierung der Knorpelsynthese durch IL-1ß bei jungen Tieren durch die EMF-
Wirkung entgegengewirkt werden konnte, wohingegen der Effekt bei alten Tieren 
nicht zu beobachten war [Bobacz et al., 2006].  
 
Betrachtet man unsere und andere Beobachtungen, so kann man vermuten, dass die 
Wirkungen von Magnetfeldern immer noch nicht ganz verstanden sind und viele 
Faktoren eine Rolle spielen. Auf Grund der oben beschriebenen Studienlage liegt es 
nahe, dass Magnetfelder in der Lage sind geschwächte kartilaginäre Zellen zu 






besitzen. Puetzer konnte zeigen, dass dies womöglich unter anderem auf eine 
Aktivierung des biocarta_alk_pathways, der für die Expression von vielen 
chondrogenen und osteogenen Faktoren wie BMP 2,4,5 und 7 sowie der TGF-β-
Familie zuständig sind, zurückzuführen ist [Puetzer et al., 2010]. 
 
 
4.2.3. Einfluss auf histologischer Ebene 
Betrachtet man die histologischen Präparate der reinen EMF-Pellets so zeigen sich 
hier allenfalls marginale Unterschiede. Es zeigt sich weiterhin ein reichlicher Gehalt 
an Proteoglykanen und Kollagen II im Vergleich zur Kontrollgruppe. Diese 
Beobachtung ist mit den PCR und Microarray Ergebnissen übereinstimmend. 
 
 
4.2.4. Einfluss auf die terminale Hypertrophie 
Magnetfelder haben nicht nur auf die chondrogene Differenzierung eine 
stimulierende Wirkung, sondern auch auf die osteogene. So konnte gezeigt werden, 
dass unter Einfluss des osteogenen Stimulus BMP-2 knochenspezifische Marker wie 
die alkalische Phosphatase und Osteocalcin bei Versuchen mit Stammzellen sowohl 
aus dem Knochenmark, als auch dem Fettgewebe stammend, im Magnetfeld 
vermehrt exprimiert waren [Ongaro et al., 2014]. In unseren Versuchen zeigte sich 
bei Verwendung des chondrogenen Differenzierungsmodells eher ein leichter Abfall  
der Kollagen X Expression unter EMF-Stimulation, der jedoch nicht signifikant war. 
Diese Beobachtung deckt sich mit früheren Versuchen, die ebenfalls eine 
Verminderung von Kollagen Typ X feststellten [Mayer-Wagner et al., 2011]. Somit 
kann man mutmaßlich davon ausgehen, dass eine geringe Reduktion der terminalen 
Hypertrophie durch das EMF alleine möglich ist, sofern keine osteogene 
Differenzierung induziert wird, jedoch ist dieser Effekt für das Ziel des 
Knorpelersatzes zu gering ausgeprägt und bedarf weiterer Methoden um die 
Hypertrophie zu reduzieren, was Ziel dieser Arbeit war. 
 
 
4.2.5 Kanzerogenität von Magnetfeldern 
Der Einsatz elektromagnetischer Felder wird viel diskutiert und in den letzten Jahren 
gab es immer wieder Studien, die von einer mutmaßlich genotoxischen Wirkung  von 






diploiden Fibroblasten unter der Stimulation mit einem extrem-niederfrequenten 
Magnetfeld vermehrt DNS-Strangbrüche beobachtet zu haben [Ivancsits et al., 2002]. 
In anderen Studien wird ein erhöhtes Leukämie-Risiko von Kindern, die in der 
Reichweite von Radio-Sendern aufgewachsen sind und damit einer vermehrten 
Emission  hochfrequenter elektromagnetische Strahlung ausgesetzt waren, angeführt 
[Michelozzi et al., 2002; Ha et al., 2007]. Kritiker dieser Studien weisen jedoch darauf 
hin, dass die Genotoxizität nicht in allen Experimenten nachgewiesen werden konnte 
[McCann et al., 1993; Murphy et al., 1993]. Auch ein fehlender kausaler 
Mechanismus zwischen Magnetfeldern und der Leukämieentstehung wird bemängelt, 
zumal eine Vielzahl der Erkrankungen nicht durch die Einwirkung von 
elektromagnetischen Wellen begründet werden können [Schüz et al., 2008; Poole et 
al., 1991].  
 
Auf Grund der unklaren Studienlage wurden Magnetfelder durch die Internationale 
Gesellschaft für Krebsforschung als potentiell kanzerogen eingestuft [ICNIRP, 2010]. 
Die Resultate in unseren Versuchen, insbesondere bei Betrachtung der Microarray-
Analyse sprechen eher gegen eine kanzerogene Wirkung. So konnte in den Gruppen 
mit und ohne Magnetfeldstimulation auf Ebene der Genexpression kein signifikanter 
Unterschied nachgewiesen werden. 
 
 
4.3. Effekte durch die (simulierte) Mikrogravitation 
Die Stimulation in simulierter Schwerelosigkeit ist im Vergleich zur 
Magnetfeldstimulation eine relativ junge Methode und wird derzeit nach aktuellem 
Wissensstand medizinisch nur in der Forschung angewendet. Sie geht zurück auf 
Forschungsarbeiten der NASA aus den 90er Jahren und soll die Erforschung der 
Schwerelosigkeitseffekte ohne teure Spaceshuttle-Mission ermöglichen. Insgesamt 
muss man berücksichtigen, dass hier manche Studien im Weltraum durchgeführt 
wurden, während andere in einem der verschiedenen SMG-Bioreaktoren stattfanden. 
Dies erschwert natürlich die Vergleichbarkeit, wobei eine vergleichende Studie von 
Stamenkovic zeigen konnte, dass die Effekte der simulierter Schwerelosigkeit denen 











4.3.1. Effekte auf die Chondrogenität auf molekularbiologischer Ebene 
Die Studienlage ist hier nicht homogen, da sowohl stimulierende als auch 
inhibierende Effekte auf die Chondrogenese beschrieben sind.  
 
So berichtet Ulbrich aus einem Versuch mit humanen Chondrozyten von einer 
vermehrten Expression der knorpelspezifischen Marker Aggrekan und Kollagen II in 
SMG-stimulierten Zellen unter initialer Monolayer-Kultur. Hierbei ist jedoch zu 
beachten, dass in den Gruppen mit Mikrogravitation die Ausbildung von 3-
dimensionalen Kulturen beobachtet wurden, die im Verlauf an Dicke zunahmen. 
Zudem wurde festgestellt, dass der Gehalt an Kollagen Typ II, Aggrekan und 
Chondroitinsulfat in den Mikrogravitationsgruppen erhöht war  [Ulbrich et al., 2010]. 
Auch Freed zeigte in seinen Versuchen aus dem Jahr 1997 eine Zunahme des 
prozentualen Anteils von Kollagen II am Gesamtkollagen unter simulierter 
Schwerelosigkeit [Freed et al., 1997]. 
 
Demgegenüber steht die Beobachtung von Duke aus dem Jahr 1995, der in den 
Versuchen mit embryonischen Mauszellen eine Inhibierung der Chondrogenese 
beobachtete [Duke et al., 1995]. Dies wird durch die Beobachtungen von 
Stamenkovic bestätigt, der Parallelversuche im Weltraum und auf der Erde mit 
simulierter Schwerelosigkeit durchführte und eine deutliche Abnahme der absoluten 
Expression von Aggrekan, Kollagen Typ II und Kollagen Typ I feststellte, wobei 
jedoch die relative Expression erhöht war [Stamenkovic et al., 2010]. 
 
In unseren Versuchen zeigte sich durch die Einwirkung der Schwerelosigkeit eine 
signifikante Verringerung der Kollagen Typ II-Expressionsrate sowie eine zum Teil 
signifikant verminderte Aggrekansyntheserate. 
 
 
4.3.2. Effekte auf histologischer Ebene 
In allen Färbungen fällt eine Abnahme der Matrixdichte auf, es zeigen sich viele 
luftartige Einschlüsse bei deutlich reduziertem Proteoglykangehalt und verminderter 
Kollagen Typ II Anfärbung. Diese Beobachtungen decken sich mit Erkenntnissen 
anderer Arbeiten. Die Arbeitsgruppe um Freed führte einen Versuch mit bovinen 
Chondrozyten durch, bei dem Chondrozyten zunächst für 3 Monate auf der Erde und 
dann für 4 weitere Monate entweder weiterhin auf der Erde oder auf der MIR im 
Weltall kultiviert wurden.  Auffällig war in der MIR-Versuchsgruppe die Abnahme des 






spricht dafür, dass die Mikrogravitation für die reduzierte Zelldichte verantwortlich ist. 
Diese Annahme kann auch durch die Versuche von Stamenkovic bestätigt werden. 
Dieser wies die Dichteabnahme bei seinem Versuch mit Schweine-Chondrozyten 
nicht nur im Weltraum, sondern postulierte diesen Effekt auch unter simulierter 
Mikrogravitation [Stamenkovic et al., 2010]. 
 
 
4.3.3. Effekte auf die terminale Hypertrophie 
Nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass das Magnetfeld alleine keine 
ausreichende Wirkung auf die terminale Hypertrophie hat war die Hoffnung, dass der 
Effekt durch den Einsatz der simulierten Mikrogravitation verstärkt werden kann. 
Dabei beruhte die Hoffnung auf Beobachtungen, die bereits während der ersten 
Weltraummissionen gemacht wurden. So berichtet die Arbeitsgruppe von Sibonga 
von einer Abnahme der Knochendichte im Bereich der Hüften und der Wirbelkörper 
von mehr als 10% bei manchen Astronauten nach einer durchschnittlichen 6 
monatigen Weltraummission [Sibonga et al., 2013]. Auch Carmeliet zeigte, dass die 
Osteoblastenfunktion unter Schwerelosigkeit reduziert war und vermutete hierbei 
eine Wirkung auf genetischer Ebene [Carmeliet et al., 1999]. Auch in unserer Arbeit 
zeigt sich eine zum Teil signifikante Reduktion der Kollagen Typ X Synthese, was die 
oben genannten Arbeiten bestätigt. Folglich ist die simulierte Schwerelosigkeit in der 
Lage die terminale Hypertrophie einzuschränken, jedoch zu dem Preis, dass auch 
die Kollagen II Synthese, sprich die Chondrogenese darunter leidet. 
 
4.4. Effekte durch die Kombination von EMF und SMG 
Zahlreiche Arbeiten beschäftigen sich entweder mit der Wirkung von Magnetfeldern 
oder der (simulierten) Schwerelosigkeit mit der Auswirkung auf Chondrogenität von 
Chondrozyten und chondrogen differenzierten Stammzellen. Allerdings gibt es 
bislang keine Arbeit, die beide Methoden miteinander kombiniert hat. 
 
4.4.1. Effekte auf die Chondrogenität 
Betrachtet man die Expression der kartilaginären Marker Aggrekan und Kollagen Typ 
II, so zeigt sich, dass nach Addition des Magnetfeldes zur Schwerelosigkeit diese 
Proteine wieder vermehrt synthetisiert werden, auch wenn sie nicht ganz das 
Expressionsniveau der reinen EMF-Stimulation erreichen. Diese Beobachtung wirft 
natürlich die Frage auf, warum hier nun ein positiver Effekt zu sehen ist, während 
man ohne die Mikrogravitation keinen Effekt beobachten konnte. In der Literatur 






Wechselwirkungen zu verstehen muss man detailliert betrachten, welche 
Auswirkungen die jeweiligen Stimuli auf die Zellen haben. 
 
4.4.1.1. Zellstress, MAP-Kinasen und Hitzeschockproteine 
So konnte Sheyn et al. zeigen, dass Schwerelosigkeit auch Stress für die Zelle 
bedeutet, indem er bei seinen Versuchen mit humanen mesenchymalen 
Stammzellen nachwies, dass die SMG zur Hochregulierung von 7 Apoptosegenen 
und somit zum vermehrten Zelltod führte [Sheyn et al., 2010].  
 
Ein möglicher Ansatzpunkt könnten hierbei die MAP-Kinasen sein. Diese können in 
die drei Untergruppen der extrazellulär signal-regulierten Kinasen ERK-1/2, der p38-
mitogenaktivierten Proteinkinase und die c-JUN N-Terminalen Kinasen gegliedert 
werden. Loesberg sieht hierfür vor allem die vermehrt ablaufenden Signalkaskaden 
der MAP-Kinasen JNK/SAPK und p38, die sonst typischerweise bei erhöhtem 
Zellstress anzufinden sind als ursächlich, da die Mikrogravitation in seinen 
Versuchen mit Fibroblasten zu einer vermehrten Phosphorylierung und somit 
Aktivierung eben jener MAP-Kinasen führte [Loesberg et al., 2008]. Jedoch zeigte 
sich dieser Effekt auf die MAP-Kinasen auch für das Magnetfeld.  Somit dürfe die 
Ursache des gegenläufigen EMF-Effektes auf die SMG nicht mit den MAP-Kinasen 
zusammenhängen [Goodman et al., 2002]. 
 
Eine andere Möglichkeit unsere Beobachtungen zu erklären sind in der Literatur 
erwähnte Einflüsse auf die Expression von Hitzeschockproteinen. Kumei beschreibt 
in seiner Arbeit eine Reduktion der Hitzeschock-Proteine HSP 70 und HSP 47 durch 
die Einwirkung von Mikrogravitation auf Ratten-Osteoblasten [Kumei et al., 2003]. 
HSP 70 ist für die Faltung, den Zusammenbau und das erneute Falten fehlgefalteter 
bzw. aggregierter Proteine notwendig und wird als Kondensator, der 
destabilisierende Veränderungen puffert bezeichnet [Mayer et al., 2005]. HSP47 gilt 
als ein kollagen-spezifisches Chaperon und hat eine besondere Bedeutung für die 
Bildung von Prokollagen [Nagata et al., 1996]. Masuda konnte in Versuchen mit 
Mausembryos zeigen, dass die Expression von HSP47 eng mit der von Kollagen I 
und II korreliert ist [Masuda et al., 1998]. Dies lässt vermuten, dass durch 
Verminderung dieser bedeutsamen Regulatoren die Kollagensynthese auch 
vermindert sein könnte, was sich in den Ergebnissen hinsichtlich Kollagen II und 
Kollagen X auch in dieser Arbeit wiederspiegelt.  Der Einfluss elektromagnetischer 
Felder auf die oben genannten Hitzeschockproteine wurde bislang noch nicht 
untersucht, jedoch konnte gezeigt werden, dass durch Magnetfelder unter anderem 






Arbeiten, als auch durch die Arbeitsgruppe um Goodman gezeigt wurde [Goodman et 
al., 2002]. Thermische Effekte werden dabei ausgeschlossen, was auch durch die 
Arbeit von Pomerei bekräftigt wird, der eine nicht-thermische Hitzeschockreaktion 
durch Mikrowellen untersucht hat [de Pomerai et al., 2000]. Somit könnte durchaus 
die durch das Magnetfeld wieder erhöhte Expression der Hitzeschockproteine zu 
einer verminderten Apoptoserate und somit vermehrten Kollagen-Synthese führen. 
Diese Vermutung wird durch die Beobachtungen von Garip untermauert, die durch 
die Einwirkung eines extrem niederfrequenten elektromagnetischen Feldes eine 
vermehrte Freisetzung von Hitzeschockproteinen und somit eine verringerte 
Apoptoserate zu verzeichnen hatte [Garip et al., 2010]. 
 
 
4.4.2. Effekte auf histologischer Ebene 
Die Beobachtungen der PCR Ergebnisse spiegeln sich auch histologisch wieder. 
Vergleiche mit anderen Studien sind wie bereits zuvor erwähnt nicht möglich. Man 
sieht insgesamt durch die zusätzliche EMF-Wirkung einen erhöhten 
Proteoglykangehalt und auch die Kollagen II-Anfärbung ist nun wieder deutlicher, 




4.4.3. Effekte auf die terminale Hypertrophie 
Die Vermutung zu Beginn des Versuches war, dass durch die zusätzliche Einwirkung 
der simulierten Schwerelosigkeit der inhibierende Effekt auf die Kollagen X Synthese 
verstärkt werden kann.  
 
Betrachtet man isoliert die Kollagen X Synthese, so kann man auf Grund der 
Ergebnisse behaupten, dass durch die Kombination dieser beiden Methoden die 
Kollagen Typ X Synthese weiter reduziert werden kann. Dies ist wohl hauptsächlich 
auf die insgesamt deutliche Kollagen Synthese unter Mikrogravitationsbedingungen 
zurückzuführen, die bereits von Stamenkovic beobachtet wurde [Stamenkovic et al., 
2010]. Demzufolge ist es nicht verwunderlich, dass auch das Kollagen II verringert 
war, sodass man bei Betrachtung des Kollagen II/Kollagen X Quotienten einen 








4.5. Zusammenfassende Interpretation 
Neben der Mikrofrakturierung stellt die autologe Chondrozytentransplantation ein 
wichtiges Verfahren zur Behandlung von Knorpelläsionen dar. Jedoch verlieren die 
Chondrozyten bei der dazu notwendigen Expansion nach Entnahme und vor 
Replantation ihre chondrogenen Eigenschaften. Daher wäre der Einsatz von 
humanen mesenchymalen Stammzellen ein neuer Ansatz um Zellen mit 
chondrogenen Eigenschaften zu implantieren. Denn die HMSC sind in der Lage 
durch den Einfluss von Wachstumfsfaktoren chondrogen zu differenzieren. 
Niederfrequente elektromagnetische Felder könnten dabei die Differenzierung 
unterstützen. 
 
In dieser Arbeit wurden erstmalig die beiden Methoden Magnetfeldstimulation und 
simulierte Mikrogravitation kombiniert. Auf Grund der Studienlage war diese 
Kombination vielversprechend. Auf der einen Seite das Magnetfeld, das bereits unter 
gewissen Voraussetzungen zeigen konnte, dass es in der Lage ist, die 
Chondrogenität von Stammzellen zu erhöhen und dabei gleichzeitig zu einer 
geringen Reduktion der Hypertrophie führen kann [Mayer-Wagner et al., 2011]. Auf 
der anderen Seite die simulierte Schwerelosigkeit, die in den letzten Jahren immer 
mehr Einzug in die Forschung erhält und auf Grund der Beobachtungen in realer und 
simulierter Schwerelosigkeit diese unerwünschte Verknöcherung durch Inhibierung 
osteogener Differenzierung am Ende der enchondralen Ossifikation bekämpfen 
könnte. 
 
Die Stammzellen wurden zunächst mit FGF-2 kultiviert, ehe sie in eine Pelletkultur 
überführt und mit TGF-β3 die chondrogene Differenzierung stimuliert wurde. Die 
Kultivierung erfolgte dabei in mehreren Gruppen und unterschied sich hinsichtlich der 
Faktoren, die miteinander kombiniert wurden: Mit oder ohne Magnetfeld, mit oder 
ohne simulierter Mikrogravitation. Nebenbei liefen noch Kontrollgruppen ohne TGF- 
β3 Stimulation, die jedoch keine nachweisbare Chondrogenität zeigten. Die 
molekularbiologische und histologische Untersuchung sowie Auswertung der Pellets 
erfolgte nach 21 Tagen. 
 
Bei den chondrogen differenzierten HMSC zeigte sich, sofern sie der simulierten 
Mikrogravitation ausgesetzt waren,  eine reduzierte Expression von Kollagen Typ X. 
Ferner erfolgte durch die Stimulation im Bioreaktor eine reduzierte  Kollagen Typ II-
Synthese. Hierbei war jedoch die Abnahme der Kollagen Typ II Synthese stärker 
ausgeprägt als die von Kollagen Typ X wie durch den reduzierten Kollagen Typ 






bereits zuvor beobachtet, bei humanen mesenchymalen Stammzellen der Passage 5 
keinen nachweisbaren Effekt. Dies konnte auch durch eine Microarrayanalyse 
bestätigt werden, die keine genetischen Expressionsveränderungen nachweisen 
konnte. Bei den Proben, die im Bioreaktor der simulierten Schwerelosigkeit 
ausgesetzt waren, zeigte sich jedoch durch die Kombination mit dem Magnetfeld eine 
positive Wirkung auf die Kollagen Typ II Synthese und ein erhöhter Kollagen Typ 
II/Kollagen Typ X Quotient. 
 
Somit bleibt festzuhalten, dass der Einsatz der simulierten Mikrogravitation, in der 
Form wie wir sie angewendet haben, zu einer verringerten Hypertrophie der 
chondrogen differenzierten Stammzellen führt. Darüber hinaus bringt die Stimulation 
in einem Mikrogravitationsbioreaktor keinen Vorteil für die chondrogene 
Differenzierung, da es hier zu einer signifikanten Abnahme der Kollagen Typ-II-
Synthese kommt. Das Magnetfeld ist jedoch in der Lage diesen Effekt teilweise zu 
revidieren. Magnetfelder haben jedoch scheinbar unter optimalen 
Versuchsbedingungen keinen positiven Effekt auf die Chondrogenität, sondern 
wirken erst positiv auf die Differenzierung der Stammzellen, wenn es zu einer 
Verschlechterung der chondrogenen Situation, wie z.B. durch eine höhere 
Zellpassage oder  wie hier durch den Bioreaktor, kommt. 
 
Bei Patienten die sich klinisch mit Knorpelläsionen vorstellen, zeigen sich häufig 
suboptimale Bedingungen hinsichtlich der chondrogenen Situation, sodass die 
Magnetfeldtherapie hier als adjuvante Therapie hilfreich sein könnte.  
 
Für einen klinischen Einsatz der simulierten Mikrogravitation, welche in der Lage war 
der terminalen Zellhypertrophie entgegenzuwirken, sind weitere Versuche 
erforderlich um die Suppression der Kollagen Typ II – Synthese zu optimieren. Sollte 
dies gelingen, so stünde möglicherweise, in Anbetracht der immensen Kosten, die 
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